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La risposta del sistema immunitario innato contro i microrganismi patogeni presenti 
all’interfaccia materno-fetale ha un ruolo importante per il successo della gravidanza. 
Il sistema immunitario innato in questa sede è fondamentale per creare il corretto 
microambiente per lo sviluppo embrionale, eliminare le infezioni e mantenere la 
tolleranza materno-fetale. Le infezioni sistemiche e le infezioni al tratto genitale 
riscontrate in donne gravide generalmente causano aborto spontaneo, parto pre-
termine, ma anche IUGR e pre-eclampsia. E’ necessario pertanto che la decidua 
diventi immunologicamente selettiva per contribuire al controllo delle infezioni e quindi 
limitare le patologie associate alla gravidanza.  
Le cellule endoteliali (EC) di questo distretto svolgono un ruolo chiave per il controllo 
dell’infiammazione. Le EC, pur essendo simili per funzione e morfologia, sono cellule 
estremamente plastiche ed eterogenee e tale eterogeneità si esplica in particolar 
modo tra gli endoteli dei diversi organi. Da studi pubblicati dal nostro laboratorio è 
stato dimostrato che le cellule endoteliali deciduali (DEC) sintetizzano ed esprimono 
costitutivamente sulla loro superficie il C1q, primo componente di attivazione della via 
classica del complemento a differenza delle EC umane estratte dal microcircolo 
cutaneo (ADMEC). Inoltre dati preliminari sempre ottenuti nel nostro laboratorio 
mostrano come queste cellule presentino un fenotipo infiammatorio molto diverso 
rispetto all’endotelio della cute. Quindi con questo lavoro abbiamo voluto studiare la 
risposta delle DEC all’LPS in termini di espressione di molecole di adesione quali 
VCAM e ICAM1 e produzione di citochine pro-infiammatorie (IL-8, IL-6 e MCP-1) 
secrete in seguito all’attivazione cellulare. Quello cha abbiamo notato è che nelle DEC 
non aumenta affatto l’espressione di VCAM e ICAM1 e che rispondo poco all’LPS in 
termini di produzione di IL-8, IL-6 e MCP-1. Dal momento che la stimolazione cellulare 
indotta da LPS avviene attraverso una serie di interazioni con diverse proteine tra cui 
CD14, MD2 e TLR4, il nostro obiettivo è stato quello di studiare l'espressione di 
queste molecole in ADMEC e in DEC sia a livello genico che a livello proteico, 
mediante qPCR e analisi citofluorimetrica. Anche in questo caso le DEC mostrano 
livelli di TLR4 e MD2 significativamente più bassi rispetto alle ADMEC, sia a livello 
genico sia a livello proteico. Inoltre il CD14 non viene espresso dalle EC. 
È stata quindi studiata l’espressione genica delle due più importanti molecole 
trasduttrici del segnale: MyD88 e TRIF e in collaborazione con l’università di Verona e 
Udine è stata analizzata l’attivazione dei fattori trascrizionali NF-kB, ERK, IRF3, in 
DEC e ADMEC stimolate con LPS. Come ci si poteva aspettare le DEC esprimono in 
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modo significato livelli minori di tutte queste proteine coinvolte nella cascata di 
trasduzione del segnale.  
Dal momento che la gravidanza è un fenomeno Th-2 dipendente, quindi con un’alta 
concentrazione nel microambiente di citochine anti-infiammatorie, è stato ipotizzato 
che l’ipo-responsività delle DEC fosse causata dalla produzione di IL-10. Purtroppo 
quello che abbiamo osservato è che le DEC producono poca IL-10 e l’espressione 
non è modulata, a differenza delle ADMEC che aumentano la produzione dopo 
stimolazione con LPS.  
È stato quindi indagato il ruolo del C1q nel modulare la risposta all’LPS in queste EC, 
sia in termini di attivazione cellulare, quindi con secrezione di citochine come IL-8, che 
inibizione dell’espressione del TLR4. I dati ottenuti dimostrano che il C1q inibisce la 
secrezione di IL-8 e riduce l’espressione del TLR4 in ADMEC.  
Possiamo quindi concludere che l’incapacità delle DEC di rispondere a questo potente 
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1.1  L’ENDOTELIO 
L’endotelio è un tessuto epiteliale di rivestimento che ricopre la parete interna dei vasi 
sanguigni. L’endotelio è “un organo diffuso” che gioca un ruolo essenziale nel regolare 
una varietà di processi fisiologici che vanno dal traffico omeostatico delle cellule 
linfoidi, all’emostasi e trombosi, all’infiammazione, alla regolazione delle risposte 
dell’immunità ed alla formazione ed organizzazione di nuovi vasi 11. Le cellule 
endoteliali (EC) rivestono i vasi in tutti gli organi e regolano il flusso di sostanze 
nutrienti, molecole biologicamente attive e cellule del sangue. Questo ruolo di barriera 
selettiva dell’endotelio viene garantito dalla presenza di recettori di membrana per 
numerose molecole incluse proteine (come fattori di crescita, proteine coagulanti e 
anticoagulanti), particelle che trasportano lipidi (come low-density lipoprotein), 
metaboliti (come ossido nitrico e serotonina) e ormoni (come l’endotelina-1), così 
come attraverso proteine di giunzione specifiche e recettori che governano 
l’interazione cellula-cellula e cellula-matrice 11. 
Da un punto di vista morfologico e istologico le EC sono piatte, poligonali e allungate; 
la faccia apicale è orientata verso il lume dei vasi ed il nucleo sporge verso di esso. Le 
singole EC sono legate tra loro ed alla matrice extracellulare da giunzioni specifiche. 
Inoltre, la presenza di un sistema adesivo intercellulare (le giunzioni strette) suddivide 
il plasmalemma delle EC in una membrana apicale e una membrana basolaterale, che 
differiscono sia nella funzione che nell’espressione di alcune proteine di membrana. 
Ad esempio sulla membrana apicale, si trovano molecole adesive per i leucociti 
circolanti ed enzimi di conversione per le proteine plasmatiche. Sulla parete 
basolaterale, si trovano invece proteine adesive per la sottostante matrice 
extracellulare. Così come le singole EC presentano una membrana apicale ed una 
basolaterale, l’endotelio in quanto tessuto costituisce un’interfaccia funzionale tra i 
compartimenti intravascolare ed extravascolare. Sul versante intravascolare, 
l’endotelio è a contatto con leucociti, eritrociti e piastrine. Sul versante extravascolare, 
l’endotelio comunica con cellule muscolari lisce, periciti e fibroblasti. Queste 
interazioni possono essere sia dirette (mediante strutture adesive) che indirette 
(mediante sostanze solubili). Grazie a queste interazioni, l’endotelio può captare, 
integrare e trasdurre i segnali provenienti dal sangue.  
L’endotelio quindi è un tessuto semplice per struttura ma complesso in quanto a 









 Risposta infiammatoria  
o Adesione e reclutamento cellulare 
o Immunoregolazione della sintesi di citochine 
o Sintesi di NO 
 Wound healing 
 Produzione di mediatori  
o Produzione di citochine e chemochine 
o Altri mediatori 
o Reclutamento di leucociti 
 Barriera contro gli agenti patogeni 
o Recettori per il reclutamento di patogeni  
o Barriera meccanica 




Le EC esercitano un ruolo importante nella regolazione del traffico cellulare dal 
compartimento intravascolare ai tessuti. In condizioni fisiologiche l’endotelio forma una 
barriera fisica impedendo che i leucociti circolanti escano dal torrente circolatorio; 
fanno eccezione alcuni organi, come il tessuto linfatico, in cui i leucociti possono 
fuoriuscire liberamente a livello delle venule post-capillari. Tuttavia, a seguito 
dell’attivazione da parte di stimoli pro-infiammatori l’endotelio viene attivato e le EC 
presentano cambiamenti strutturali e funzionali, permettendo così l’extravasazione dei 
leucociti che attraverso le giunzioni intercellulari raggiungono i tessuti. La migrazione 
dei leucociti verso il tessuto infiammato è un fenomeno che si articola in più fasi e 
coinvolge l’interazione tra i leucociti, neutrofili, e le molecole di adesione presenti sulle 
EC 13.  
Questo processo è regolato dal legame di molecole di adesione presenti sulla 
membrana cellulare dei leucociti e delle EC. L’espressione di tali molecole da parte 




Ogni fase della migrazione coinvolge diversi tipi di molecole d’adesione: nel “rolling” 
sono coinvolte le selectine (es.: P-selectina e E-selectina) mentre nell’adesione e nella 
diapedesi operano le integrine e le molecole appartenenti alla superfamiglia delle 
immunoglobuline (es.: VCAM e ICAM1) 15. L’attivazione endoteliale è accompagnata a 
sua volta dalla sintesi e secrezione di mediatori infiammatori come citochine, 
chemochine e altre proteine importanti che regolano la funzione endoteliale. La 
regolazione della funzione endoteliale viene modulata da della proteine chiave che 
regolano la via di trasduzione del segnale: le MAPK chinasi e il fattore NF-kB 12. 
 
1.1.1 ETEROGENEITA’ DELLE CELLULE ENDOTELIALI 
Le EC, pur essendo simili per funzione e morfologia, sono cellule estremamente 
plastiche ed eterogenee e tale eterogeneità si esplica in particolar modo tra gli 
endoteli dei diversi organi. È importante capire le basi molecolari dell’eterogenità 
dell’endotelio in quanto le EC influenzano l’omeostasi dei vari organi 7. 
Esistono molti fattori che contribuiscono all’eterogeneità dell’endotelio: per prima cosa 
le cellule si differenziano sotto lo stimolo dell’ambiente in cui queste si trovano, e 
infatti l’interazione con le cellule circostanti rappresenta probabilmente il fattore che 
più le influenza. Per interazioni si intende il rilascio di mediatori solubili, l’adesione 
cellulare, la sintesi e l’organizzazione delle proteine della matrice extracellulare a cui 
le cellule endoteliali aderiscono7. Per esempio, le cellule del microcircolo cerebrale 
sembrano acquisire le loro proprietà in seguito all’interazione con astrociti e neuroni. 
Al contrario, la differenziazione ad endotelio di tipo arterioso o venoso sembra essere 
determinata già nei precursori endoteliali dell’embrione ancora prima che le cellule si 
organizzano in strutture tubulari 16. 
Un altro aspetto molto importante da tenere in considerazione quando si parla di 
endotelio è la differenza tra grossi vasi e microcircolo. Tale diversità è associata alle 
differenze emodinamiche, alle diverse origini embrionali e alla specializzazione 
funzionale dipendente dal distretto di provenienza. Inoltre, EC provenienti da grossi 
vasi o microcircolo, da vene o arterie, hanno profili di espressione genica molto 
diversi17. Tramite l’analisi del profilo di espressione genica si è notato che i grossi vasi 
esprimono geni coinvolti per lo più nella biosintesi e nel rimodellamento della matrice 
extracellulare, mentre l’endotelio del microcircolo esprime alti livelli di trascritti per 




eterogeneità delle EC risiede nell’espressione di recettori di homing coinvolti nel 
traffico cellulare 11. 
Per molto tempo quindi è stata studiata l’eterogeneità di queste cellule tra i diversi 
distretti nel regolare nell'omeostasi degli organi, osservazioni più recenti hanno 
rivelato che sussiste il concetto di eterogeneità anche nell’attivazione endoteliale se 
queste vengono sottoposte a stimoli infiammatori, dal momento che svolgono un ruolo 
essenziale nelle malattie infiammatorie 8. 
 
1.1.2 MARCATORI ENDOTELIALI 
Le EC presentano diversi marcatori che aiutano ad identificare queste cellule sia in 
vivo che in vitro. Molti di questi marcatori sono espressi costitutivamente e presenti su 
tutti i tipi di endotelio, come il fattore VIII, il CD31, la VE-caderina, il CD34 e il CD105. 
Altri marcatori vengono invece espressi in seguito all’attivazione delle cellule 
endoteliali durante un processo infiammatorio, come ad esempio CD54 (ICAM1), 
CD106 (VCAM), CD62E (E-selectina) e CD62P (P-selectina) 7. Sono stati identificati 
anche dei marcatori per distinguere l’endotelio venoso da quello arterioso: le efrine. In 
particolare l’efrina B2 è un marcatore di endoteli arteriosi mentre il recettore Eph-B4 è 
un marcatore per endoteli venosi 18. È interessante notare che molti dei marcatori per 
le EC vengono espressi anche dai precursori delle cellule ematopoietiche: questo 
rafforza l’ipotesi che queste cellule derivino da un precursore unico 7. In tabella 3 sono 












MARCATORI COSTITUTIVI TIPO CELLULARE 
Fattore di Von Willebrant Endotelio, Piastrine 
CD31/PECAM-1 Endotelio, Piastrine, Leucociti 
CD34 
Endotelio, Cellule emetipoietiche agli stadi 
primordiali 
Angiotensin-converting enzyme Endotelio, Cellule Epiteliali, Monociti, Linfociti 
Recettore Scavenger/neutralizzante Endotelio, Macrofagi, Cellule muscolari lisce 
Ulex Eureopeaus I Agglutinina Endotelio, Eritrociti 
Bandeira Simplicifolia Agglutinina Endotelio 
Corpuscoli di Weibel-Palade Endotelio 
VE-caderina Endotelio 
CD102/ICAM-2 Endotelio, Piastrine, Leucociti 
αvβ3 
Endotelio, piastrine, osteoclasti, cellule 
tumorali 
CD105/endoglin Endotelio, Monociti, Piastrine 
CD36 
Endotelio, microvascolari, monociti-istociti e 
piastrine 
CD73/VAP-2 Endotelio, Linfociti T e B, Epitelio tonsillare 
S-ENDO 1/MUC 8 
Endotelio, Cellule muscolari lisce, Leucociti, 




MARCATORI INDUCIBILI TIPO CELLULARE STIMOLI 
CD54/ICAM-1 




Endotelio, Istiociti, Sinovia, 






KDR/Flk-1 Endotelio, Piastrine Infiammazione 
Tabella 2. Marcatori endoteliali 
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. 
1.1.3 CITOCHINE E FUNZIONE ENDOTELIALE 
Le EC sono cellule multifunzionali capaci di secernere una varietà di molecole 
biologicamente attive 12. Questi mediatori solubili vengono utilizzati nelle interazioni 
con i linfociti, ma anche con diversi organi e tessuti. Le EC, in seguito all’esposizione 
a citochine, modificano il loro profilo di espressione genica e proteica. Questi 
cambiamenti avvengo nell’arco di alcune ore e sono piuttosto duraturi. Generalmente 





1.1.3.1  Risposta delle cellule endoteliali alle citochine 
Le citochine prodotte dalle cellule linfoidi e dai fagociti mononucleati producono un 
ampio spettro di risposta nelle EC: vanno ad attivare diverse funzioni che possono 
essere raggruppate in attivazione e differenziamento. 
In particolare IL-1 e TNF-α sono due citochine pleiotropiche che, come il 
lipopolisaccaride (LPS), orientano le cellule endoteliali verso un fenotipo pro-
trombotico e pro-infiammatorio. In presenza di queste due citochine l’endotelio è in 
grado di sintetizzare PGI2 e NO che provocano dei cambiamenti nel tono vascolare. 
Inoltre IL-1 e TNF-α fanno aumentare la permeabilità dell’endotelio alle 
macromolecole e la migrazione dei leucociti nei tessuti. In genere l’endotelio esprime 
a bassi livelli le molecole di adesione ICAM1, VCAM ed E-selectina, ma il trattamento 
con queste due citochine fa sì che la loro espressione aumenti. L’espressione di 
ICAM1 e VCAM avviene nell’arco di 6-8 ore e perdura per circa 72 ore, mentre per 
l’espressione di E-selectina sono sufficienti 4 ore, ma permane sulla membrana meno 
a lungo 19. L’IFN-γ invece provoca un leggero decremento nell’espressione di ICAM1 
e rende l’endotelio più adesivo per i linfociti T; induce anche l’espressione del 
complesso maggiore di istocompatibilità di classe II (MHC II) e aumenta i livelli di 
MHC I. Inoltre è stato dimostrato che l’IFN-γ aumenta l’azione del TNF 19. 
Anche l’LPS provoca un’attivazione cellulare simile alle citochine IL-1 e TNF. Infatti se 
le EC  vengono stimolate con LPS queste sono in grado di produrre IL-6, CXCL8    
(IL-8) e CCL2 (MCP-1) e esprimere le molecole di adesione ICAM1 VCAM e E-
selectina 20. L’espressione genica mediata da questi segnali attiva i fattori 
trascrizionali AP-1 STATs e in particolar modo il fattore NF-kB 21. 
 
1.1.3.2  Citochine prodotte dall’endotelio 
Le EC se esposte a stimoli pro-infiammatori sono in grado di esprimere e regolare la 
produzione di citochine, chemochine e fattori di crescita 12.  
Questi mediatori possono interagire tra loro e avere effetti autocrini, paracrini e 
endocrini sull’endotelio stesso. Le EC esprimono i trascritti per diverse citochine tra 
cui IL-6 12. Per quanto riguarda la produzione di chemochine si è visto che l’endotelio 
è in grado di produrre eotassina, CCL5 (RANTES), CCL2 (MCP-1), CXCL10 (IP-10), 




Vediamo più in dettaglio sotto che stimoli l’endotelio è in grado di produrre IL-6, IL-8 e 
MCP-1. Le EC sintetizzano alti livelli di IL-6, soprattutto in seguito all’esposizione a IL-
1, TNF-α e LPS. Ci sono molti agenti che modulano l’espressione di IL-6: tra questi 
citiamo l’istamina, l’endotelina e la trombina 10. La produzione di IL-6 da parte 
dell’endotelio, integra ancora meglio queste cellule nel circuito infiammatorio e nella 
regolazione della fase acuta. 
Sempre sotto stimolo di LPS, TNF-α, IL-1 e ipossia, le EC sono in grado di esprimere 
IL-8 che richiama i neutrofili 10. Si è visto che l’IFN-γ non ha effetti sulla produzione di 
IL-8, però in combinazione con alte dosi di IL-1α, provoca un aumento sinergico nella 
produzione di questo potente fattore chemiotattico (IL-8) 10.  
Le EC, sempre se esposte a stimoli pro-infiammatori, producono anche MCP-1, un 
importante fattore chemiotattico per monociti. Tale chemochina può essere prodotta 
anche in seguito a stimolazione con la trombina. 
 
1.1.3.3  Citochine ed eterogeneità endoteliale 
Come abbiamo detto in precedenza, l’endotelio è eterogeneo in termini di morfologia, 
espressione di marcatori e funzione. Il concetto di eterogeneità si esprime molto bene 
anche quando andiamo ad analizzare la produzione e la risposta dell’endotelio alle 
citochine 19. A seconda del distretto da cui derivano gli endoteli il profilo di espressione 









TNF-α, LPS, ipossia, 
infezione da Tripanosoma e 
CMV 
BAEC Shear stess 
Il-5 HUVEC TNF-α  
HCAEC TNF-α 




BAEC Shear stress 
IL-8 HUVEC IL-1β, TNF-α, LPS, LPS+IL-
4 e IL-10, istamina, 
fosfolipasi C, IFN-γ, IL-1 
HPEC LPS, TNF-α, IL-10,  
BPEC, BCEC fibrina 
IL-11 HUVEC, HAEC IL-1β, PMA, TNF-α 
IL-15 HUVEC Raggi UV 
GRO-α HUVEC trombina 
MCP-1 HUVEC IL-4, IL-10, IFN-γ, TNF-α, 
IL-4, IL-1, LPS, trombina,  
RANTES HUVEC TNF-α+ IFN-γ 
GM-CSF HUVEC TNF-α+IL-4, ossido nitrico, 
IL-1 
MAEC IL-1 
G-CSF HUVEC TNF-α, oncostatia M, Ox-
LDL 
M-CFS HUVEC TNF-α, Ox-LDL 
CSF HUVEC infezione da Tripanosoma, 
oncostatina M 
Tabella 3. Citochine e chemochine prodotte dalle cellule endoteliali. 
HUVEC, EC della vena del cordone ombelicale; HCAEC, EC dell’aorta coronarica; HAEC, EC 
dell’aorta; HPEC, EC polmonari; MAEC, EC dell’aorta di topo; BAEC, EC dell’aorta bovina; 






1.2 IL TLR4 E LA RISPOSTA DELLE CELLULE ENDOTELIALI 
ALL’LPS 
L’LPS è uno dei componenti della parete cellulare dei batteri gram negativi. È 
composto da tre motivi strutturali: un nucleo oligosaccaridico, una catena costituita da 
una sequenza ripetuta di polisaccaridi e il lipide A, responsabile delle proprietà pro-
infiammatorie dell’LPS 23 (fig.1).  
Il legame dell’LPS alla superficie 
endoteliale porta all’attivazione 
delle EC con la conseguente 
produzione da parte dell’endotelio 
di citochine pro-infiammatorie, 
molecole di adesione e in alcuni 
casi l’attivazione della morte 
cellulare programmata (apoptosi). 
L’LPS è in grado di attivare anche 
monociti e macrofagi che 
producono mediatori pro-
infiammatori e questi, a loro volta, modulano le funzioni endoteliali 23. L’LPS è il 
principale ligando per il TLR4, ma oltre a legare molecole di origine batterica, è 
capace di interagire con le proteine di fusione virali. Esistono anche molecole di 
origine endogena che stimolano direttamente o indirettamente il TLR4: le heat-shock 
protein, l’acido ialuronico e la defensina β2 24. Il TLR4 è espresso sulla membrana 
cellulare di molte cellule infiammatorie come neutrofili, macrofagi e cellule dendritiche 
ma anche da cellule epiteliali e EC 25,26. 
La prima proteina coinvolta nel riconoscimento dell’LPS è l’LPS binding protein (LBP). 
LBP è una proteina della fase acuta presente nel sangue o nei liquidi extracellulari, 
che ha il compito di portare l’LPS sulla superficie delle cellule: questo complesso 
serve a facilitare il legame dell’LPS al CD14. Una volta che l’LPS ha legato il CD14, 
l’LBP si dissocia, e il complesso LPS-CD14 si associa fisicamente al TLR4. 
Esiste un’ulteriore proteina accessoria importante per il legame dell’LPS al TLR4: la 
proteina MD2 23. TLR4, CD14 e MD2 formano un complesso sulla superficie cellulare 
necessario per un’efficiente trasduzione del segnale indotto da LPS 25. 
Occorre far notare che il CD14 si può trovare in due forme: una di membrana 
(mCD14) e una solubile (sCD14). È bene precisare che l’sCD14 deriva dal taglio 




proteolitico dell’mCD14, ed è presente a livello sierico. Le EC sono prive dell’mCD14 e 
necessitano dell’sCD14 per attivarsi in seguito a stimolo con LPS. Benché sia 
largamente accettato che le EC non esprimono l’mCD14, è stato visto che le HUVEC 
di passaggio giovane sintetizzano ed esprimono sulla superficie cellulare l’mCD14. 
Comunque, eccezione fatta per le HUVEC, l’attivazione delle EC in seguito alla 
stimolazione con l’LPS avviene grazie all’sCD14. E’ importante notare che non è mai 
stata dimostrata l’espressione in vivo dell’mCD14 su cellule endoteliali 27. 
Anche per la proteina MD2 non è ancora stata dimostrata la presenza sulla superficie 
di EC primarie a differenza delle linee immortalizzate che la esprimono, quindi 
probabilmente anche MD2 viene reclutata dal siero 25. Pertanto, diversamente dalle 
cellule fagocitiche, le EC se coltivate in assenza di siero sono poco attivate dall’LPS25. 
Una volta legato l’LPS al complesso macromolecolare presente sulla superficie 
cellulare vengono attivate due diverse vie di trasduzione del segnale: la via MyD88-
dipendente e la via MyD88-indipendente (TRIF-dipendente). La via MyD88-
dipendente attiva velocemente l’espressione di numerosi geni collegati con l’immunità 
innata e l’infiammazione; mentre la via MyD88-indipendente genera una risposta 
tardiva e fa aumentare l’espressione di geni per gli interferoni di tipo I (IFNα e IFNβ)24 
(fig. 2). 
 MyD88-dipendente: 
in seguito a stimolazione con LPS, l’adattatore MyD88 viene reclutato e attiva un 
dominio chinasico necessario per l’associazione con le proteine IRAK1 e IRAK4. Le 
proteine IRAK interagiscono e attivano la molecola TRAF6, proteina critica per questa 
via. A questo punto TRAF6 attiva la chinasi TAK1 che a sua volta dà inizio alla 
cascata di attivazione delle MAP chinasi e all’inibizione della chinasi NF-kB (IkB). Le 
cascate delle MAP chinasi e delle IkB chinasi portano all’attivazione dei fattori 
trascrizionali NF-kB e AP-1. Oltre a questi due fattori ci sono altre due proteine che 
vengono rapidamente attivate in seguito a stimolazione con LPS: IkBζ e IRF5. 
L’attivazione dei fattori di trascrizione NF-kB, AP-1, IkBζ e IRF5 fanno esprimere geni 
pro-infiammatori come IL-6, IL-8, MCP-1 24. 
 MyD88-indipendente: 
in questa via vengono reclutati gli adattatori TRAM e TRIF. Questo complesso 
enzimatico attiva a sua volta la proteina TRAF3. Quando TRAF3 è attiva si può 
associare al complesso formato dalle proteine TANK, TBK1 e IKKi. Questo complesso 




dimerizzazione e traslocazione del fattore trascrizionale IRF3. IRF3 insieme a NF-kB 


















1.2.1 INTERAZIONE TRA COMPLEMENTO E I TLR 
I TLR e il complemento giocano un ruolo chiave nel sistema immunitario innato e 
vengono attivati rapidamente in caso di infezione. Oltre a ciò, fungono da mediatori tra 
il sistema immunitario innato e quello adattativo 29. Alcuni PAMPs come l’LPS, lo 
zymosan e il CpG DNA attivano sia il complemento, che i TLR, però non è ancora 
stato ben studiato come questi due sistemi possono interagire tra loro 29. Zhang et al è 
riuscito a dimostrare che in vivo il complemento regola l’espressione di citochine 
prodotte in seguito a stimolazione dei TLR 1. Secondo questo gruppo di ricerca i 
PAMPs attivano il complemento e questo è in grado di regolare la trasduzione del 
segnale dei TLR attraverso i recettori accoppiati a proteine G C5aR e C3aR, ma 
anche attraverso le MAP chinasi e NF-kB. Hanno notato che in assenza della proteina 
regolatrice del complemento DAF, la cascata complementare e i suoi effetti sulla 




Inoltre, studi recenti hanno 
dimostrato che il C1q, primo 
componente della via classica 
del complemento, sopprime la 
produzione di IL-12p40 in 
cellule dentritiche murine se 
stimolate con LPS 30. Hanno 
notato che il C1q non riduce 
l’espressione dell’mRNA per il 
TLR4, MD2 e per il MyD88 
bensì rilevano una ridotta 
attività del fattore NF-kB e una 
mancata fosforilazione di p38. Secondo Yamada et al. il C1q è in grado di modulare la 
via MyD88-dipendente riducendo la fosforilazione delle MAP chinasi provocando così 
una ridotta attività di NF-kB 30. 
Ci sono state altre evidenze in cui il C1q modula la risposta al LPS. Studi condotti da 
Fraser et al. dimostrano come il C1q da solo non promuove l’espressione di citochine 
pro-infiammatorie, ma se si stimolano i monociti con LPS e C1q vengono secreti livelli 
più bassi di alcune citochine come l’IL-1α e IL-1β e contemporaneamente aumenta la 
produzione di IL-10 (citochina con attività anti-infiammatoria che contiene la sequenza 
consensus per il fattore CREB). Questo gruppo ritiene che il C1q è in grado di: 
 promuovere la traslocazione nel nucleo del fattore NF-kB omodimero (p50p50), 
che ha attività anti-infiammatoria, piuttosto che la sua forma eterodimera 
(p50p65); 
 promuovere l’attivazione del fattore CREB. Al contrario l’LPS non provoca la 
fosforilazione e quindi l’attivazione di questo fattore trascrizionale. 
Inoltre, CREB e NF-kB p50p65 per svolgere la loro funzione hanno bisogno della 
proteina CBP, se le cellule sono state precedentemente trattate con C1q, il fattore 
CBP è già stato reclutato da CREB e dall’NF-kB p50p50; la successiva stimolazione 
con LPS fa produrre meno citochine pro-infiammatorie e fa alzare i livelli di IL-10. 
Pertanto secondo Fraser et al. il C1q può avere attività anti-infiammatoria 31. 
Infine Wang e collaboratori hanno dimostrato che alte concentrazioni di MBL riduce la 
secrezione, sia a livello genico e proteico, di citochine pro-infiammatorie nelle cellule 






THP-1 stimolate con LPS. In più hanno visto che le THP-1 così stimolate aumentano il 
binding di MBL a concentrazioni fisiologiche di Ca2+. Inoltre il legame dell’MBL alla 
superficie delle THP-1 trattate con LPS riduce l’attivazione del fattore trascrizionale 
NF-kB. In base a tutte queste osservazioni hanno ipotizzato che l’MBL si leghi al 
TLR4. Infatti l’MBL si lega al TLR4 delle THP-1 riducendo così il legame dell’LPS e 
quindi l’attivazione cellulare 32. 
 
1.2.2 I TLR IN PLACENTA E IL LORO COINVOLGIMENTO NELLE INFEZIONI DURANTE 
LA GRAVIDANZA 
La risposta del sistema immunitario innato contro i microrganismi patogeni presenti 
all’interfaccia materno fetale può avere un impatto importante nel successo della 
gravidanza. Quindi il sistema immunitario innato in questa sede è fondamentale per 
creare il corretto microambiente per lo sviluppo embrionale, eliminare le infezioni e 
mantenere la tolleranza materno-fetale 2. Anche le cellule immunitarie presenti in 
questo distretto sono fondamentali per lo sviluppo della decidua e dei trofoblasti. 
Pertanto il sistema immunitario innato e adattativo sono necessari per creare un 
microambiente infiammatorio adatto all’impianto 33. Al giorno d’oggi la gravidanza 
viene suddivisa in tre distinte fasi immunologiche che corrispondono ai tre trimestri di 
gestazione. La prima fase è tipicamente pro-infiammatoria, la seconda è anti-
infiammatoria, infine la terza fase è nuovamente pro-infiammatoria 33. 
 
 




Infatti se si vanno a dosare i sieri di donne gravide nei tre diversi trimestri di 
gravidanza, si può notare che il profilo di espressione di citochine è molto differente 




di IL-8, CCL5, MCP-1 e G-CSF, che diminuiscono significativamente durante la 
seconda fase, per aumentare di nuovo durante la terza 33. 
Ad ogni modo la fase Th-2 risulta essere fondamentale per il proseguimento della 
gravidanza suggerendo che il successo della gravidanza sia un fenomeno             
Th2–dipendente
34. Le cellule coinvolte nella secrezione di citochine non sono solo 
linfociti T, ma anche le cellule NK, i macrofagi e gli stessi trofoblasti, in particolare i 
citotrofoblasti, con modalità paracrina35. Le citochine Th1, IL-2, IFN-γ e TNF-α 
promuovono la risposta immunitaria della madre, causando la perdita del feto; al 
contrario le citochine di tipo Th2, IL-4, IL-10 e IL-6, hanno proprietà 
immunosoppressive e promuovono il mantenimento della gravidanza.  
All’interfaccia materno fetale i TLR sono espressi non solo dalle cellule immunitarie 
ma anche dalla placenta, dai trofoblasti e dalle cellule deciduali, in più il loro profilo di 
espressione varia a secondo del periodo di gestazione 2. 
Infatti l’espressione del TLR4 in placenta non è costante ma sembra essere regolato 
in modo spaziale e temporale. Beijar et al. hanno paragonato placente di primo e terzo 
trimestre e hanno dimostrato che le placente di terzo trimestre hanno un’espressione 
maggiore di TLR4 rispetto a quelle di primo. Questo suggerisce che la placenta di 
primo trimestre può essere meno responsiva agli agenti patogeni 36.  
Altri sudi hanno dimostrato che anche i trofoblasti di placente di primo trimestre 
esprimono il TLR4, e legano l’LPS ma nonostante ciò provocano una risposta 
infiammatoria ridotta, caratterizzata da una modesta produzione di citochine pro-
infiammatorie 2.  
Invece per quanto riguarda l’espressione del TLR4 in decidua si conosce molto poco. 
Krikun el al. nel 2007 attraverso esperimenti di PCR è riuscito a dimostrare che il 
tessuto deciduale di primo e terzo trimestre esprime l’mRNA per tutti e dieci i TLR; in 
particolare il TLR4 è espresso su tutto il tessuto deciduale, mentre il TLR2 è espresso 
solo dall’endotelio deciduale 6. 
È importante che anche il tessuto deciduale esprima i TLR, perché così anche lo 
stroma decidualizzato e l’endotelio possono prendere parte ai processi dell’immunità 
innata e prevenire l’invasione degli agenti patogeni (oltre che svolgere il loro ruolo 
fisiologico di supportare l’invasione dei trofoblasti e la trasformazione delle arterie 
spirali). Per di più si pensa che i TLR vengono espressi in decidua per prendere parte 
ai processi infiammatori in presenza o in assenza di un’infezione, perché come già 




riconoscere proteine di origine endogena 6. Quindi i TLR presenti all’interfaccia 
materno-fetale giocano un ruolo importante per il corretto decorso della gravidanza 2. 
Infatti studi clinici hanno dimostrato una forte associazione tra le infezioni batteriche e 
virali intrauterine e le patologie della gravidanza come la pre-eclamsia, IUGR e aborto 
spontaneo 2. Un’eccessiva infiammazione all’interfaccia materno fetale può 
compromettere la gravidanza 37.  
 
1.2.3 INFEZIONI IN GRAVIDANZA 
Poco si conosce delle infezioni durante le prime fasi della gravidanza 3. Ad ogni modo 
le infezioni placentari spesso sono causate da microganismi che raggiungono questa 
sede attraverso due vie principali 4:  
1. Ascendendo lungo il tratto genitale;  
2. Attraverso la circolazione sanguigna. 
Le infezioni sistemiche e le infezioni al tratto genitale riscontrate in donne gravide 
generalmente causano aborto spontaneo, parto pre-termine, ma anche IUGR e pre-
eclampsia. I batteri e virus che potrebbero causare infezioni dei tessuti placentari sono 
per esempio il micoplasma, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, CMV, 
HIV. Anche i batteri che normalmente costituiscono la flora del tratto genitale 
femminile di una donna in gravidanza, vedi ad esempio E.coli, possono causare 
infezioni ascendendo lungo il tratto genitale. Fortunatamente ci sono diversi 
meccanismi di difesa che operano contro queste infezioni, vedi l’acidità vaginale e il 
muco cervicale 5. Sebbene sia noto che a livello dell’interfaccia utero-placentare ci sia 
un microambiente ipo-responsivo dal punto di vista immunitario, vengono comunque 
mantenute le capacità delle cellule immunitarie di sequestrare i virus e uccidere i 
batteri, suggerendo così l’idea che la risposta immunitaria innata in questa sede gioca 





1.3 IL COMPONENTE COMPLEMENTARE C1q 
La molecola del C1q umano è una proteina sierica, codificata da un gene situato nel 
cromosoma 1 (1p34.1-1p36.3) che fa parte del complesso C1 ed ha un peso 
molecolare di 460 kDa. Il C1q presenta una conformazione a sei subunità ciascuna 
delle quali contiene tre catene polipeptidiche a loro volta costituite da una catena A, 
una B e una catena C (fig. 5). L’intera molecola è composta, quindi, da 18 catene 
polipeptidiche (5A, 5B, e 5C). La catena A (223 residui), la catena B (226 residui), e la 
catena C (217 residui) hanno ognuna una breve regione N-terminale di 3-9 residui che 
contiene cisteine coinvolte nella formazione di legami disolfuro intercatena, seguita da 
una sequenza simil-collagenica (cC1q) di circa 81 residui e una regione globulare C-
terminale (gC1q) di 135 aminoacidi 39.  
 
 
Figura 5. Schema riassuntivo della struttura quaternaria del C1q. Le catene A e B o due catene C 
si uniscono tra loro tramite ponti disolfuro a formare dimeri. Un dimero C-C e due dimeri A-B si 




Il legame del frammento Fc delle IgG e IgM avviene a livello delle porzioni globulari 
(gC1q) della molecola. Gli steli di connessione contengono regioni a tripla elica, 
mentre la regione del core contiene una tripla elica. I due proenzimi C1r e C1s sono 




ravvicinate e il cambiamento conformazionale causato nel C1q dal legame alle 
immunoglobuline complessate provoca la reciproca attivazione/scissione di ciascuna 
unità C1r, seguita dalla scissione delle due unità C1s. La coesione dell’intero 
complesso dipende dal Ca2+. 
Oltre a proteine immunologiche come le IgG e le IgM, anche proteine non 
immunoglobuliniche come ad esempio il DNA, la proteina C reattiva (CRP), la proteina 
sierica amiloide (SAP), le pentraxine ed i recettori cellulari per il C1q, sono in grado di 
legare il C1q attraverso il dominio collagenico. Numerose sono le proteine identificate 
come possibili recettori cellulari per il C1q e tali candidati sembrano mediare l’estesa 
varietà di funzioni che il C1q esercita 40. 
La sequenza genica che codifica per il dominio globulare del C1q è stata riscontrata in 
numerose altre proteine che non fanno parte del sistema completare come l’EMILINA, 
la precerebellina e le molecole collageniche. L’analisi strutturale di queste proteine 
tramite cristallografia ha dimostrato che il folding 3D del gC1q presenta molte analogie 
con le proteine appartenenti alla famiglia del TNF e ciò ha fatto supporre che queste 
molecole derivino da un precursore ancestrale comune. Questo ha fatto in modo, 
quindi, che tutte le proteine recanti questa struttura conservata venissero raggruppate 
in un’unica famiglia che prende il nome di C1q/TNF superfamily 40. 
La maggior parte delle proteine del sistema del complemento sono sintetizzate nel 
fegato dagli epatociti. Tuttavia, è noto che i macrofagi possono integrare la presenza 
di queste proteine plasmatiche sintetizzando i primi componenti complementari, sia 
della via classica che di quella alternativa, a livello locale. Il C1q è una proteina 
insolita poichè è prodotta dai macrofagi tissutali ma non viene sintetizzata dagli 
epatociti 40 e sebbene sia stato dimostrato che anche le cellule dendritiche sono in 
grado di produrre C1q, i macrofagi risultano la principale fonte di produzione. Il C1q 
prodotto dai macrofagi e dalle cellule dendritiche viene inoltre, modulato da numerosi 
stimoli (fig. 6).  
Recentemente il nostro gruppo ha dimostrato che il C1q viene sintetizzato ed 
espresso dalle cellule endoteliali della decidua (DEC) 9. È stata infatti esaminata 
l’espressione dell’mRNA delle tre catene del C1q presente nelle DEC e confrontata 
con quella di altre EC di altri distretti vascolari come quello uterino (UtMEC) e cutaneo 
(ADMEC), oppure dalle cellule endoteliali della vena del cordone ombelicale 
(HUVEC). Come mostrato in figura 7 la decidua e le DEC esprimono tutte e tre le 




UtMEC solamente la catena A. Inoltre con analisi citofluorimetrica si è rilevato che il 
C1q è presente sulla superficie delle DEC ma non sulla membrana di HUVEC, UtMEC 
and ADMEC (fig. 8).  
 
 
Figura 6. Schema riassuntivo delle cellule che producono C1q, delle molecole in grado di 
modularne la sintesi e delle cellule bersaglio su cui questo componente complementare va ad 








Figura 7. Analisi Analisi dell’espressione degli mRNA delle tre catene del C1q con RT-PCR su 














1.3.1 RECETTORI DEL C1q 
Gli effetti causati dal C1q su molteplici tipi cellulari sono mediati da una serie di 
molecole in grado di interagire con questa proteina (tab. 4). 
Tali molecole possono essere suddivise in tre sottogruppi principali: proteine 
transmembrana, molecole di origine intracellulare e componenti plasmatici. Del primo 
gruppo fanno parte proteine come C1qRp, un recettore che aumenta la capacità di 
fagocitosi dei fagociti professionali, senza indurre la liberazione di citochine pro-
infiammatorie, e CR1 (CD35) che è anche il recettore dei leucociti per C3b/C4b e lega 
il C1q solubile riconoscendo la regione simil-collagenica 34.  
Del secondo gruppo fanno parte invece gC1qR/p33, una proteina ubiquitaria presente 
a livello mitocondriale che può essere esposta anche sulla superficie cellulare e che è 
in grado di legare la porzione globulare del C1q, ed il cC1qR o calreticulina, una 
proteina luminale del reticolo endoplasmatico espressa anche sulla superficie di EC 
dove sembra avere un ruolo, assieme al gC1qR, nello spreading e nell’adesione di 
queste cellule 41. Fanno parte del terzo gruppo invece proteine sieriche come la CRP 









CRP si lega alla fosforilcolina dei microbi e sulle cellule ospiti. 
CRP si lega alla cromatina. 
C1q legandosi a CRP lega alle cellule apoptotiche permettendo 
l’attivazione del complemento e favorendo la fagocitosi. 
C1q legandosi ai batteri lega CRP attivando il complemento e 
proteggendo i topi da infezioni di pneumococco. 
SAP SAP si lega al DNA e alla cromatina in maniera Ca2+dipendente. 
C1q si lega a SAP e attiva il complemento. 
Topi SAP-/- mostrano autoimmunità come i topi C1q-/- . 
PTX3 PTX3 si lega al C1q per prevenire il deposito di C1q sulle cellule 
apoptotiche. 
CD35 (complement 
receptor 1 o CR1) 
Non vi sono effetti conosciuti. 
SIGN-R1 C1q si lega a SIGN-R1, che può essere legato anche dal batterio 
Streptococcus pneumonite, per attivare il complemento sulla 
superficie del batterio causando un deposito di C3 e l’uccisione 
batterica sui macrofagi. 
cC1qR (calreticulin o 
CRT) 
cC1qR è una proteina luminale del reticolo plasmatico ma è anche 
esposta sulla superficie delle cellule apoptotiche. 
C1q si lega a cC1qR sulle cellule apoptotiche e permette la 
fagocitosi tramite CD91. 
gC1qR É una proteina mitocondriale senza un dominio trasmembrana 
Si lega al C1q. 
CD91 È anche conosciuto come low-density lipoprotein receptor-related 
protein 1 (PRP1) o 2-macroglobulin receptor. 
C1q si lega alle cellule apoptotiche e media la loro fagocitosi 
tramite CD91. 
CD93 È un recettore a singola unità contenente un dominio C-type lectin 
e 5 domini EGF-like. 
Il suo ruolo è controverso. 
21 integrin Media l’adesione dei mastociti al C1q. 
Permette l’attivazione dei mastociti opsonizzando tramite anticorpi 
listeria monocytogenes in una maniera C1q-dipendente. 






1.4 FUNZIONI ALTERNATIVE DEL C1q 
L’associazione costante tra deficienza di C1q e insorgenza di patologie a carattere 
auto-immunitario come il lupus eritematoso sistemico (LES) non è spiegata 
direttamente dal suo classico ruolo di attivatore del complemento. Il C1q presenta, 
infatti, anche molteplici funzioni immuno-regolatorie importanti per il mantenimento 
dell’omeostasi tissutale. Sono sempre più numerose le scoperte relative alle nuove 
funzioni che questa proteina può svolgere, come ad esempio la regolazione del 
differenziamento, dell’attivazione e della motilità cellulare dei fibroblasti 40. 
Il C1q è coinvolto nella clearance dei corpi apoptotici, proteggendo dall’insorgenza di 
fenomeni di auto-immunità e aumenta la capacità di fagocitare bersagli opsonizzati, 
regolando però la citotossicità indotta dalla fagocitosi FcR-dipendente. Stimola inoltre 
il metabolismo ossidativo dei neutrofili ed induce un aumento della secrezione di 
immunoglobuline da parte dei linfociti B, modula la risposta immune umorale, 
influenzando il profilo di citochine prodotte dai linfociti T antigene-specifici e stimola 
l’espressione di molecole di adesione in piastrine (α2β3) ed in EC (E-selectina, ICAM1 
e VCAM). Il C1q favorisce inoltre, l’adesione e la proliferazione dei fibroblasti e 
coopera con le integrine β1 per l’adesione e lo spreading delle EC 
41. 
 
1.4.1 PRESENZA DI C1q A LIVELLO ENDOTELIALE 
Da dati ottenuti nel nostro laboratorio si è visto che il C1q è presente nel tessuto 
placentare umano in condizioni fisiologiche e non come risultato di un’attivazione 
complementare. Infatti non c’è deposito di anticorpi IgG o IgM o di C4 (fig. 9) che 
indicherebbero attivazione del sistema del complemento ma la presenza del C1q è 







Figura 9. Localizzazione di immunoglobuline, IgM (A) e IgG (B), e di C4 (C) sull’endotelio dei vasi 
della decidua. 
 
Le EC deciduali rappresentano una delle principali fonti di C1q il quale si trova 




poiché le EC di ogni altro distretto tissutale in condizioni fisiologiche sono incapaci di 
sintetizzare ed esprimere il C1q (fig. 10B-E). La funzione del C1q in quel distretto è 
quella di fungere da ponte molecolare per l’adesione dei trofoblasti alle DEC, 





















Figura 10. Localizzazione di C1q sull’endotelio di vasi della decidua umana (A), endometrio (B), 
glomerulo renale (C), cute (D) e cervello (E). 
 
Una caratteristica delle interazioni tra madre e feto durante il processo di 
placentazione è proprio l’invasione della decidua da parte dei trofoblasti che migrano 
in tale distretto; tale movimento ricorda quello delle cellule tumorali che invadono il 
tessuto peri-tumorale con l’eccezione che, per quel che riguarda i trofoblasti, si tratta 
di un processo strettamente regolato nel tempo e nello spazio.  
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La gravidanza costituisce una delle maggiori sfide per il sistema immunitario materno 
che si trova a dover fronteggiare l’esistenza di alloantigeni paterni del feto, estranei 
perciò alla madre. La stretta regolazione del sistema immunitario materno durante la 
gravidanza induce una tolleranza nei confronti del feto e quindi al costituirsi di un 
ambiente immunosoppresso a livello dell'interfaccia materno-fetale. Tuttavia il 
sistema immunitario deve comunque garantire protezione contro le infezioni 
microbiche senza compromettere il trasporto di tutte le sostanze necessarie alla 
sopravvivenza del feto 42. Quindi la gravidanza è una condizione molto delicata dal 
punto di vista immunitario: infezioni batteriche e fenomeni flogistici all’interfaccia 
materno-fetale possono portare a pre-eclampsia, IUGR o aborto. E’ necessario 
pertanto che la decidua diventi immunologicamente selettiva per contribuire al 
controllo delle infezioni e quindi limitare le patologie associate alla gravidanza 6. in 
questo contesto le EC di questo distretto svolgono un ruolo chiave nel controllo 
dell’infiammazione.  
Da studi pubblicati dal nostro laboratorio è stato dimostrato che le DEC sintetizzano 
ed esprimono costitutivamente sulla loro superficie il C1q, primo componente di 
attivazione della via classica del complemento 9. Inoltre dati ottenuti nel nostro 
laboratorio mostrano come queste cellule presentino un fenotipo molto diverso 
rispetto all’endotelio della cute. Quindi con questo lavoro abbiamo voluto analizzare il 
comportamento delle DEC in risposta a una delle più studiate molecole 
immunostimolatorie dei batteri: l’LPS. Per analizzare la responsività delle DEC a 
questo stimolo le abbiamo nuovamente messe a confronto con le ADMEC. Abbiamo 
scelto queste EC come controllo poiché provenienti da un distretto dove stimoli pro-
infiammatori opportuni, come ad esempio TNF-α, IL-1β e LPS, possono indurle ad 
assumere un fenotipo pro-trombotico e pro-infiammatorio tramite modifiche del profilo 
di espressione genica e proteica 12. È risaputo che le EC rispondono alla 
stimolazione con LPS producendo citochine pro-infiammatorie, molecole di adesione 
e che tale attivazione cellulare avviene attraverso la via di trasduzione del segnale 
mediata dal TLR4 20. 
Pertanto lo scopo di questo lavoro è stato quello di studiare la risposta delle DEC 
all’LPS in termini di espressione di molecole di adesione quali VCAM e ICAM1; 
produzione di citochine pro-infiammatorie (IL-8, IL-6 e MCP-1) secrete in seguito 
all’attivazione cellulare. Dal momento che la stimolazione cellulare mediata da LPS 
avviene attraverso una serie di interazioni con diverse proteine tra cui CD14, MD2 e 
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TLR4, il nostro obiettivo è stato quello di studiare l'espressione di queste molecole in 
DEC e ADMEC sia a livello genico che a livello proteico, mediante qPCR e analisi 
citofluorimetrica. È stata inoltre valutata l’espressione genica delle due più importanti 
molecole trasduttrici del segnale: MyD88 e TRIF. In collaborazione con l’università di 
Verona e Udine è stata analizzata l’attivazione dei fattori trascrizionali NF-kB, ERK, 
IRF3, in DEC e ADMEC stimolate e non con LPS. Quindi sono state dosate le 
citochine pro-infiammatorie secrete in seguito ad attivazione del fattore trascrizionale 
IRF3, coinvolto nella via MyD88-indipendente. Dal momento che la gravidanza è un 
fenomeno Th-2 dipendente si è valutata la produzione di IL-10 da parte di ADMEC e 
DEC in condizioni di stimolazione con LPS. Infine è stato studiato il ruolo modulatorio 
del C1q nella risposta all’LPS in ADMEC, sia in termini di attivazione cellulare, quindi 
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3.1 ISOLAMENTO E COLTURA DELLE CELLULE ENDOTELIALI 
DELLA DECIDUA (DEC) 
Le cellule endoteliali della decidua (DEC) vengono isolate da placente del primo 
trimestre di gravidanza ottenute da interruzioni volontarie di gravidanza. La metodica 
di estrazione è stata messa a punto nel nostro laboratorio, modificando il protocollo 
di isolamento presente in letteratura 43. Il tessuto viene lavato con Hanks’ balance 
salt solution (HBSS) a pH 7.4 (Sigma-Aldrich, Milano, Italia) addizionato di 100U/ml 
di penicillina e 100µg/ml di streptomicina (Sigma), fungizone 250µg/ml (Sigma), 
EDTA 1mM (Etilen Diamino Tetra Acetico Tetrasodico (Sigma) e glucosio 5mM 
(Sigma). Il tessuto così lavato viene poi frammentato in pezzi di circa 3mm3 e 
incubato O.N. a +4°C in una soluzione di digestione costituita da HBSS addizionato 
con tripsina 0,5% (Sigma), DNasi 50µg/ml da pancreas bovino (Roche, Milano, 
Italia), CaCl2 e MgCl2
 (0.7mM), penicillina (100U/ml) e streptomicina (100µg/ml), 
fungizone 250 µg/ml. Il giorno seguente si fa agire la tripsina a +37°C in agitazione 
ancora per un’ora. Si sostituisce la soluzione di digestione con la collagenasi tipo I 
3mg/ml (Worthington Biochemical Corporation, DBA, Milan, Italy) diluita in Medium 
199 con Sali di Hank’s (Sigma) 30 minuti a +37°C. La reazione di digestione viene 
bloccata con l’aggiunta di 10% di FCS (Gibco Invitrogen Corporation, Mi lano, Italia). 
Il tessuto digerito viene poi filtrato attraverso una membrana di nylon con pori di 
100µm di diametro (BD Falcon, Milano, Italia). Si centrifuga a 250xg per 7 minuti e il 
pellet viene poi risospeso in 10 ml di HBSS. Per eliminare i globuli rossi si stratifica la 
sospensione su un gradiente di Ficoll (GE Healthcare, Milano, Italia) centrifugando a 
670xg per 30 minuti a 20°C. Al termine, si recupera l’interfaccia del gradiente dove si 
trovano le cellule e si lava con HBSS, centrifugando a 500xg per 10 minuti. Il pellet 
viene risospeso in 1ml di PBS-BSA all’1% per eseguire una selezione positiva in 
modo da allontanare dalle cellule endoteliali le cellule contaminanti. La selezione 
avviene tramite l’ausilio di biglie magnetiche coniugate ad una lectina [Ulex Europeus 
Agglutinin1 (UEA-1) (Sigma)] che vengono incubate con le cellule per 30 minuti a 
+4°C. Infine vengono seminate in terreno di coltura apposito composto da Human 
Endothelial SFM (Gibco Invitrogen) addizionato con 10% di siero umano 
scomplementato. Come da indicazioni della scheda tecnica della ditta, al terreno 
Human Endothelial SFM viene aggiunto bFGF (Cf 20ng/ml) (Gibco Invitrogen) e EGF 
(Cf 10ng/ml) (Gibco Invitrogen). Successivamente le DEC vengono seminate su 
piastra, precedentemente rivestita da fibronectina 50µg/ml (Roche): in questo modo 
le cellule endoteliali proliferano e formano un monostrato. 
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Quando le cellule vengono utilizzate per gli esperimenti vengono fatte crescere in un 
terreno di coltura composto da Human Endothelial SFM (Gibco Invitrogen) 
addizionato con 10% di siero fetale bovino (FCS) (Gibco Invitrogen). 
 
3.2 ISOLAMENTO DI CELLULE ENDOTELIALI DA MICROCIRCOLO 
CUTANEO (ADMEC) 
Le cellule endoteliali vengono isolate da biopsie cutanee umane, ottenute durante 
interventi di chirurgia plastica riduttiva, modificando il protocollo descritto da 
Kraling44. 
Il pezzo di tessuto viene posto per un paio d’ore a temperatura ambiente in una 
soluzione disinfettante contenente 100U/ml di penicillina e 100μg/ml di streptomicina 
e 0,5μg/ml di fungizone (Sigma). Il tessuto viene lavato un paio di volte con dPBS e 
tagliato in pezzi di circa 3mm3, quindi incubato per tutta la notte in una soluzione di 
dPBS contenente 0,5% di tripsina (Sigma). Il giorno seguente i pezzi vengono lavati 
con dPBS e l’epidermide viene scartata. Successivamente si immergono i pezzetti di 
derma in una soluzione di RPMI 1640 contenente 10% di FCS, quindi 
meccanicamente si favorisce il distacco delle cellule endoteliali con la lama di un 
bisturi. Le cellule vengono così raccolte, filtrate attraverso una membrana di nylon 
con pori di 100µm di diametro (BD Falcon) e centrifugate a 250xg per 7 minuti e 
infine seminate. 
A seguito dell’isolamento di ADMEC da biopsie cutanee umane, le cellule vengono 
risospese nel terreno di coltura composto da Medium 199 (Euroclone, Milano, Italia) 
addizionato con 10% NBCS (Gibco Invitrogen), 10% siero umano scomplementato 
(ottenuto dalla banca del sangue), cAMP 25µg/ml (Sigma), idrocortisone 1µg/ml 
(Sigma), eparina 50µg/ml (Sigma) ed EGF 50µg/ml (preparato da cervello di bovino, 
come descritto da Maciag 45). Successivamente vengono seminate su piastra, 
precedentemente rivestita di fibronettina 50μg/ml (Roche): in questo modo le cellule 
proliferano e raggiungono la confluenza. Quando la proliferazione ha depauperato il 
mezzo di coltura, è necessario provvedere all’aggiunta di terreno fresco. Quando le 
ADMEC hanno raggiunto la confluenza, le cellule vengono sottoposte a 
tripsinizzazione per formare una nuova subcultura. Viene eseguita, inoltre, una 
selezione positiva per allontanare dalle ADMEC i fibroblasti contaminanti per mezzo 
di biglie magnetiche coniugate ad un anticorpo anti CD31 (Gibco Invitrogen) per 15 
minuti a +4°C in rotazione. Infine vengono di nuovo seminate in terreno di coltura 
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apposito. Quando le cellule vengono utilizzate per gli esperimenti vengono fatte 
crescere in un terreno di coltura composto da Human Endothelial SFM (Gibco 
Invitrogen) addizionato con 10% di siero fetale bovino (FCS) (Gibco Invitrogen). 
 
3.3 ALLESTIMENTO DI COLTURE CELLULARI SECONDARIE DI 
CELLULE ENDOTELIALI 
Le cellule della coltura primaria vengono lasciate crescere fino a raggiungere la 
confluenza, quindi sono staccate mediante trattamento enzimatico con una soluzione 
di tripsina 0.5% - EDTA 0.2% (Etilen Diamino Tetra Acetato) (Sigma), lavate e 
piastrate. In breve, dopo aver completamente eliminato il medium di coltura, si lava la 
piastra con alcuni millilitri di dPBS per rimuovere il siero ancora presente ed 
ottimizzare l’azione dell’enzima. Quest’ultimo viene aggiunto alle cellule nella minima 
quantità necessaria a ricoprire il fondo della piastra. La soluzione viene lasciata agire 
per circa un minuto a +37°C, 5% CO2 in termostato e, successivamente, dopo aver 
controllato al microscopio (Carl Zeiss, Jena) l’avvenuto distacco delle cellule, se ne 
blocca l’azione con RPMI 1640 e 10% di FCS. Le cellule tripsinizzate vengono 
raccolte in una provetta e centrifugate per 7 minuti alla velocità di 250xg. Il pellet 
viene, infine, risospeso nell’apposito medium di coltura per cellule endoteliali, 
precedentemente descritto, e poi piastrate. A seconda dell’esperimento che deve 
essere effettuato, le cellule vengono seminate in piastre per colture cellulari (Corning 
Costar, Milano, Italia) precedentemente ricoperti con l’opportuna matrice. Le cellule 
vengono quindi fatte crescere nuovamente fino a confluenza e poi utilizzate. Per gli 
esperimenti, le cellule vengono utilizzate fino al quarto passaggio. 
 
3.4 ELISA SU CELLULE ENDOTELIALI 
Le EC vengono fatte crescere fino a confluenza in piastre da 96 pozzetti, 
precedentemente ricoperti da fibronectina, contenenti 200µl per pozzetto di Human 
Endothelial SFM (Gibco Invitrogen) addizionato con diverse percentuali di siero (0%, 
1%, 5% e 10%) di siero fetale bovino (FCS) (Gibco Invitrogen). 
Alcuni pozzetti vengono incubati con 100µl/pozzetto over night con LPS ultrapuro 
(0111:B4 strain, from Invivogen, San Diego, CA or from Alexis, Lausen, Switzerland) 
alla concentrazione finale di 500ng/ml per rivelare l’espressione della molecola 
d’adesione VCAM. Il giorno successivo le cellule vengono nuovamente stimolate con 
LPS per analizzare l’espressione di ICAM1. Le cellule vengono delicatamente lavate 
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3 volte con dPBS contenente il 2% di BSA (Bovine Serum Albumine, frazione V), 
CaCl2 e MgCl2 0,7mM (Sigma), e incubate con 100µl/pozzetto di anticorpo primario 
per un’ora e mezza a temperatura ambiente. Gli anticorpi primari sono stati utilizzati 
ad una Cf di 5µg/ml e sono: mouse anti-human ICAM1 (CD54) (monoclonale Dako), 
mouse anti-human VCAM (monoclonale Chemicon, MI). Dopo 3 lavaggi, il legame 
dell’anticorpo primario viene rivelato mediante un anticorpo policlonale anti mouse 
IgG coniugato all’enzima fosfatasi alcalina (Sigma), diluito 1:10000 nella soluzione di 
lavaggio, e incubato un’ora a +37°C. L’anticorpo non legato viene quindi lavato via e 
l’enzima viene fatto reagire con il substrato cromogeno PNPP [paranitrofenilfosfato 
(Sigma)] (1mg/ml). L’analisi colorimetrica viene effettuata con un lettore ELISA 
Titertek Multiskan (Flow Laboratories, Milano, Italia) alla lunghezza d’onda di 405nm. 
Per quanto riguarda il binding del C1q, all’endotelio le EC vengono fatte crescere in 
micropiastre da 96 pozzetti (BD Falcon) ed incubate a tempi diversi (da 5 minuti fino 
a 2 ore) con 50µg/ml della proteina purificata C1q (Quidel, San Diego, CA), a 
temperatura ambiente. Le cellule vengono quindi incubate con l’anticorpo 
monoclonale mAb85 anti-C1q (gentilmente donato dal Prof. M. Loos, Mainz, 
Germania) per 1 ora a temperatura ambiente; a questa segue un’incubazione con 
l’anticorpo goat anti-mouse IgG coniugato con la fosfatasi alcalina (Sigma-Aldrich). 
La reazione enzimatica viene rivelata con il substrato PNPP 1mg/ml (p-nitrophenyl 
phosphate) (Sigma-Aldrich) e letta cineticamente a 450nm usando un Titertek 
Multiskan ELISA reader (Flow Labs, Milano, Italia). 
 
3.5 RACCOLTA DEI SOVRANATANTI PER IL DOSAGGIO DI 
CITOCHINE PRO-INFIAMMATORIE  
Le EC sono state fatte crescere fino alla confluenza in piastre da 96 pozzetti in 
Human Endothelial SFM (Gibco Invitrogen) addizionato con il 5% di siero fetale 
bovino (FCS) (Gibco Invitrogen). Poi stimolate per 4 ore con LPS ultrapuro in un 
volume finale di 100µl. Per gli esperimenti di cinetica abbiamo stimolato le cellule con 
LPS per 0, 4, 12, 24 e 48 ore; per gli esperimenti di dose risposta abbiamo stimolato 
le cellule con 0ng/ml, 10ng/ml, 100ng/ml, 500ng/ml e 1000ng/ml di LPS ultrapuro. 
Successivamente i sovranatanti sono stati raccolti e conservati a –80°C. Quindi sono 
stati inviati all’Università di Firenze dalla prof. Piccinni per il dosaggio di IFNα, CCL5, 
CXCL10 e IL10 mediante tecnologia Luminex®; oppure dosati nel nostro laboratorio 
Materiali e Metodi 
 32 
per valutare la concentrazione di IL8, IL6 e MCP1 prodotta dalle EC con l’ausilio di 
alcuni kit ELISA commerciali. 
Alla fine le cellule sono state lisate come riportato da Spessotto P. et al 46 per 
quantificare la concentrazione totale di proteine mediante saggio Bradford. 
 
3.6 DOSAGGI ELISA 
I dosaggi immunoenzimatici per valutare la produzione di citochine pro-infammatorie 
secrete dall’endotelio dopo attivazione, sono stati effettuati con l’ausilio di alcuni kit 
commerciali. Pertanto ci siamo attenuti al protocollo suggerito dal kit stesso. 
Nello specifico sono stati utilizzati i seguenti kit: 
 human IL8 development Kit (Pepro Tech, DBA Milano, Italia); 
 human IL6 ELISA (Immunotools, Friesoythe, Germania);  
 human MCP1 ELISA Kit (Bender Med Systems, Prodotti Gianni Milano, Italia) 
 
3.7 DOSAGGIO DI CITOCHINE PRO-INFIAMMATORIE MEDIANTE 
TECNOLOGIA LUMINEX® 
Il dosaggio simultaneo di citochine e chemochine rilasciate dalle EC è stato effettuato 
con tecnologia Luminex® che si basa sull’utilizzo di biglie immunomagnetiche, in 
collaborazione con la prof. Piccinni dell’università di Firenze. Brevemente, i livelli di 
IFNα, CCL5, CXCL10 sono stati misurati utilizzando il kit anti-human ultrasensitive 
cytokine 27-plex antibody bead (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). In 
piastra da 96 pozzetti con filtro (Bio-Rad) sono caricati 50µl di ogni sovranatante 
cellulare, a cui sono stati aggiunti 50µl di biglie alle quali sono coniugati gli anticorpi 
contro le citochine sopra citate per 30 minuti (Bio-Rad). Subito dopo la piastra viene 
lavata e vengono aggiunti 25µl di soluzione contenente gli anticorpi secondari 
biotinilati per altri 30 minuti. Quindi la piastra è stata nuovamente lavata e sono stati 
aggiunti 50µl di streptavidina coniugata con la ficoeritrina. Dopo il lavaggio finale ogni 
campione è stato risospeso con 125µl di soluzione contenente il substrato 
cromogeno per sviluppare la reazione colorimetrica e quindi analizzata al Luminex 
per calcolare la concentrazione di citochine presenti nel sovranatante. La curva 
standard è stata calcolata con una citochina a concentrazione nota fornita dal kit.  
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3.8 ESTRAZIONE DI RNA DA CELLULE E RETROTRASCRIZIONE 
L’estrazione di RNA da EC avviene partendo da una piastra a 96 pozzetti di cellule a 
confluenza seguendo le indicazioni fornite dal kit EuroGOLD Total RNA KIT 
(Euroclone) utilizzato dal nostro laboratorio per l’estrazione.  
L’RNA estratto viene addizionato di inibitore dell’RNasi (Roche) e conservato a -
80°C. 
La reazione di retrotrascrizione è stata allestita mediante l’uso del kit iScriptTM cDNA 
Synthesis (Bio-Rad). Viene preparata una master mix per un volume finale pro 
campione di 20μl composta da:  
• iScript reaction mix 5x (4μl) 
• iScript reverse transcriptase (1μl)  
• Nuclease free water (a volume) 
La mix viene poi suddivisa per il numero di campioni. Ad ogni campione vengono poi 
aggiunti 2μg di RNA totale da retrotrascrivere. La reazione si fa avvenire a +25°C per 
5 minuti, a +42°C per 30 minuti e successivamente per 5 minuti a +85°C per 
garantire la disattivazione di tutti gli enzimi presenti. I cDNA ottenuti si possono 
conservare a –20°C. 
 
3.9 REAL TIME PCR QUANTITATIVA 
La real-time PCR è stata eseguita utilizzando il sistema Rotor-Gene 6000TM 
(Corbett, Explera, Ancona, Italy). La reazione è stata eseguita in un volume finale di 
10µl contenente 500nM di primers specifici, 5µl di Finnzyme DyNAmo Flash Master 
Mix (Thermo Scientific) e 0,5µl del cDNA ottenuto al termine della trascrizione 
inversa. E’ stato utilizzato il seguente protocollo: fase di denaturazione (95°C per 
5min), 45 cicli di amplificazione composti da tre fasi: 
1. 95°C per 30’’ 
2. Tm dei primers (vedi tabella 5) per 30’’ 
3. 72°C per 30’’ 
Costruire la curva di melting (50-90°C con un gradiente di temperatura di 0,5°C/10 
sec.) per verificare la specificità degli ampliconi. 
Per evitare l’amplificazione di eventuali tracce di DNA genomico, i primer sono stati 
disegnati su esoni consecutivi distinti, separati da un introne di almeno 1000bp. Per 
stimare le differenze di espressione è stato adottato un metodo di analisi 
comparativa basato sulla normalizzazione tra i valori di un gene di controllo 
Materiali e Metodi 
 34 
costitutivamente espresso che non presenta differenze di espressione nelle 
condizioni sperimentali utilizzate e il gene di interesse. L’analisi comparativa si basa 
sulla capacità del software di calcolare l’efficienza di reazione analizzando la derivata 
seconda della fluorescenza. In base alla distanza tra i punti che vanno dal 20% al 
100% della curva di accelerazione il software, grazie a degli algoritmi calcola 
l’efficienza della reazione.  
La concentrazione comparativa è il valore della concentrazione del gene di interesse 
normalizzata con il campione calibratore. L’equazione che la descrive è la seguente: 
comparative concentration: efficienza amplificazione ^(take off calibratore –take off 
campione) 
Dove per take off si intende il 20% del valore massimo di accelerazione nella 
reazione di amplificazione ovvero la fine del disturbo e il passaggio nella fase 
esponenziale della curva di accelerazione 47. 
 































61 167 U49441 
Reverse ACTGTGCCATAGGGTCTGATG 
Tabella 5. Dettagli relativi agli oligonucleotidi impiegati per la qPCR. 
 
3.10 VALUTAZIONE DELLA CASCATA DI TRASDUZIONE DEL 
SEGNALE 
Per la valutazione della cascata di trasduzione del segnale ci siamo avvalsi della 
collaborazione del prof. Cassatella dell’università di Verona, dove sono stati effettuati 
gli immunoblotting per studiare l’attivazione di alcune proteine coinvolte in questa 
cascata. È stata seguita la metodica proposta da McDonald per la preparazione degli 
estratti citoplasmatici 48 mentre quella di Rossato M 49 per gli immunoblotting.  
In breve i campioni sono stati preparati nel seguente modo: le EC sono state fatte 
crescere fino alla confluenza in piastre da 6 pozzetti e trattate con 500ng/ml di LPS 
ultrapuro per 0, 5, 15, 30, 45 e 60 minuti. Quindi lisate con 300µl di RIPA buffer (Tris 
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pH 7.5 25mM, NaCl 150mM, Triton X-100 1%, Sodium Deoxycholate 1%, SDS 0,1%) 
addizionato di inibitori di proteasi (Sigma) e inibitori di fosfatasi (Sigma). Dopodiché i 
lisati cellulari sono stati tenuti in ghiaccio per 20 minuti vortexando ogni 5 minuti. Poi i 
campioni sono stati centrifugati a 13000rpm per 20 minuti e tenuto il sovranatante 
che corrisponde al lisato proteico. Infine i campioni sono stati congelati in azoto 
liquido e conservati a -80°C. 
L’attivazione del fattore NF-kB è stata anche valutata attraverso test TransAm      
(NF-kB Family kit (Active Motif) TransAm, Roches, Milano Italia) in collaborazione 
con il prof. Pucillo C. dell’università di Udine, seguendo le indicazioni contenute nel 
kit. Le EC sono state fatte crescere fino alla confluenza in piastre da 6 pozzetti, poi 
staccate mediante distacco enzimatico e quindi immediatamente congelate a –80°C. 
In questo caso sono stati preparati degli estratti nucleari da DEC e ADMEC non 
stimolate o trattate con LPS (500ng/ml per 30 minuti) e sono stati analizzati 10µg di 
estratto nucleare per pozzetto per verificare l’attività di p65 e p50. Come controllo 
positivo sono stati utilizzati 5µg di estratto nucleare di cellule Ramos trattate con 
TNF-α. 
 
3.11 CITOFLUORIMETRIA A FLUSSO 
Le EC vengono fatte crescere fino a raggiungere la confluenza, quindi staccate 
tramite EDTA 5mM, e contate in modo da avere 5x105 cellule per prova. Le cellule 
vengono quindi incubate con gli anticorpi primari per un’ora a +37°C in agitazione. Gli 
anticorpi primari sono stati utilizzati ad una concentrazione finale di 10µg/ml e sono: 
mouse PE anti human TLR4 (Biolegend, Campoverde Srl, Milano Italia), mouse anti 
human gC1qR (clone 74.5.2) e l’anticorpo policlonale rabbit anti-human cC1qR, 
questi ultimi due gentilmente donati dal prof. Ghebrehiwet, Stony Brook University of 
NY, USA. Dopo 3 lavaggi, l’anticorpo non legato contro il TLR4 viene lavato via e le 
cellule vengono risospese in 500μl di paraformaldeide (PFA) (Sigma) diluita all’ 1% in 
PBS BSA all’1% a cui seguono le letture allo strumento. Per quanto riguarda il 
legame degli anticorpi contro il C1qR, sono stati effettuati 3 lavaggi e il legame 
dell’anticorpo primario viene rivelato mediante un anticorpo secondario anti-mouse o 
anti-rabbit marcato con fluoresceina isotiocianato per 30 minuti in ghiaccio 
L’anticorpo non legato viene quindi lavato via e le cellule vengono risospese in 500 μl 
di paraformaldeide (PFA) (Sigma) diluita all’ 1% in PBS BSA all’1% a cui seguono le 
Materiali e Metodi 
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letture allo strumento FACScalibur (BD Biosciences, Milan, Italy) utilizzando il 
software CellQuest 
3.12 ANALISI STATISTICA 
I dati ottenuti dagli esperimenti vengono espressi come media  SD. Il t-test di 
Student è stato usato per confrontare due gruppi di dati. I valori con P<0.05 o P<0.01 





























4.1 ESPRESSIONE DI MOLECOLE DI ADESIONE IN CELLULE 
ENDOTELIALI IN RISPOSTA ALL’LPS 
Le EC del microcircolo deciduale derivano da un distretto molto particolare dal punto 
di vista immunologico. A livello dell’interfaccia materno fetale una risposta inadeguata 
ad uno stimolo pro infiammatorio può essere molto dannosa per il feto. Abbiamo 
voluto pertanto studiare la risposta delle DEC ad un potente stimolo come l’LPS. 
Abbiamo confrontato il loro comportamento con EC isolate dal microcircolo cutaneo, 
le ADMEC. 
Abbiamo inizialmente valutato la risposta delle EC a tale stimolo andando a valutare 
la risposta in termini di espressione di molecole di adesione.  
Quindi le ADMEC e le DEC sono state stimolate con LPS ultrapuro alla 
concentrazione di 500ng/ml (concentrazione normalmente usata per attivare altri tipi 
di endoteli), in presenza di differenti percentuali di FCS: 0%, 1%, 5% e 10% per 
definire la concentrazione minima di siero necessaria per l’attivazione cellulare. E’ 
stata quindi valutata l’espressione di molecole di adesione quali VCAM e ICAM1, 
tramite saggio ELISA su cellule. I risultati sono espressi come livello di densità ottica 
(O.D.405nm). Come si può vedere dalla figura 11 le ADMEC rispondono all’LPS in 
termini di produzione di molecole di adesione: all’aumentare della concentrazione di 
siero, aumenta l’espressione di VCAM e di ICAM1 rispetto alla condizione di non 
stimolazione (figura 11A e 11B). Mentre per quanto riguarda le DEC si nota 
chiaramente che non vengono modulate le molecole di adesione in risposta all’LPS 
nonostante i crescenti livelli di FCS. In figura 11C sono riassunti i risultati ottenuti per 
la proteina VCAM e si può notare come non ci siano differenze tra la condizione 
basale e quella stimolata. Per la molecola ICAM1 sebbene i valori di O.D. sono molto 
alti, non si rileva alcuna differenza tra le cellule stimolate e quelle in condizione di 
resting (figura 11D). Pertanto nelle DEC l’espressione delle molecole di adesione non 
viene modulata dall’LPS e non si notano particolari differenze a seconda della 
variazione nella concentrazione di siero utilizzato. Le ADMEC invece, sono state 
attivate dopo stimolazione con LPS e l’aumento della produzione di molecole di 
adesione è direttamente proporzionale alla concentrazione di siero utilizzata. 
Quindi per gli esperimenti successivi abbiamo deciso di stimolare le cellule in 


































Figura 11. Espressione di molecole di adesione in ADMEC e DEC tramite saggio ELISA su cellule. Nei 
grafici A e B sono rappresentate la proteina VCAM e ICAM1 rispettivamente, nella popolazione 
ADMEC. In figura C e D sono rappresentate la proteina VCAM e ICAM1 rispettivamente, nella 
popolazione DEC. I risultati sono la media di tre esperimenti. 
Risultati 
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4.2 ESPRESSIONE DI IL-6, CXCL8 (IL-8), E CCL2 (MCP-1) DA 
PARTE DI DEC E ADMEC IN SEGUITO A STIMOLAZIONE 
CON LPS 
Dato che è noto che le EC sono in grado di rispondere all’LPS producendo citochine 
pro-infiammatorie come IL-6, IL8 e MCP-1, abbiamo voluto vedere se le DEC erano in 
grado di rispondere all’LPS producendo tali citochine. 
Per valutare l’attivazione cellulare di DEC e ADMEC in seguito a stimolazione con 
LPS abbiamo effettuato degli esperimenti di cinetica e dose risposta in modo da 
trovare le condizioni ottimali di stimolazione delle DEC. Quindi inizialmente le DEC e 
le ADMEC a confluenza sono state stimolate per 4 ore con diverse concentrazioni di 
LPS: (0ng/ml, 10ng/ml, 100ng/ml, 500ng/ml e 1000ng/ml). I risultati, riassunti nella 
figura 12, mostrano come le DEC rispondono in misura notevolmente minore all’LPS 
rispetto alle ADMEC soprattutto alle concentrazioni di LPS di 500ng/ml e 1000ng/ml 
mentre alla concentrazione più bassa utilizzata, le differenze sono evidenti solo per 








Negli esprimenti condotti in cinetica le EC sono state stimolate per 4, 12 e 24 ore in 
presenza di LPS. I dati in figura 13 illustrano come sia le ADMEC che le DEC 
raggiungono il massimo di attivazione a 12 ore. Anche in questo caso però le DEC 
sono meno responsive dopo stimolazione, se paragonate all’endotelio del 







Figura 12. Valutazione delle citochine pro-infiammatorie (IL-6, IL-8 e MCP-1) prodotte dalle EC a 
diverse concentrazione di LPS (0ng/ml, 10ng/ml, 100ng/ml, 500ng/ml e 1000ng/ml) mediante 
ELISA. I risultati sono la media di tre esperimenti. 
Figura 13. Valutazione delle citochine pro-infiammatorie (IL-8, IL-6 e MCP-1) prodotte dalle EC a 




4.3 ESPRESSIONE DEL COMPLESSO MACROMOLECOLARE 
TLR4, CD14, MD2 SULLA SUPERFICIE CELLULARE DI DEC E 
ADMEC 
Dal momento che dai precedenti esperimenti abbiamo notato che le DEC rispondono 
poco all’LPS abbiamo voluto indagare l’espressione del recettore per questa molecola 
infiammatoria sulla superficie cellulare delle EC. Quindi attraverso esperimenti di real 
time PCR quantitativa (qPCR) siamo andati a valutare la presenza dell’mRNA per il 
TLR4 nelle popolazioni prese in esame. L’analisi mediante qPCR è stata effettuata 
utilizzando l’intercalante fluorescente Sybr Green®. Per stimare le differenze di 
espressione è stato adottato un metodo di analisi comparativa basato sulla 
normalizzazione tra i valori di un gene di controllo costitutivamente espresso che non 
presenta differenze di espressione nelle condizioni sperimentali utilizzate, nel nostro 
caso il 18s, ed il gene di interesse: TLR4. Come si può osservare dal grafico in figura 
14 le DEC esprimono livelli minori di mRNA per il TLR4 rispetto alle ADMEC. Le 293T 
sono state utilizzate come controllo negativo, mentre le THP-1 come controllo 
positivo. I risultati di qPCR sono poi stati confermati anche dal punto di vista proteico 
con esprimenti di citofluorimetria a flusso per confermare la presenza del TLR4 sulla 
superficie cellulare. I risultati ottenuti sono riassunti in figura 15 e confermano quelli 
ottenuti prima attraverso qPCR. Pertanto sulle DEC il TLR4 è poco espresso, mentre 










Figura 14. analisi dell’ espressione dell’mRNA per il TLR4 mediante 
qPCR In ordinata sono riportati i valori ottenuti con la formula: 
efficienza amplificazione ^
(take off calibratore –take off campione). 
Le differenze 







Oltre al TLR4 è stata effettuata anche un’indagine per l’espressione delle proteine 
accessorie CD14 e MD2 indispensabili per una corretta attivazione cellulare. Dagli 
esperimenti di qPCR si può notare che le due popolazioni di endoteli prese in esame 
non esprimono l’mRNA per il CD14 a differenza dei macrofagi utilizzati come controllo 
positivo (figura 16A). Mentre per quanto riguarda la proteina MD2 è emerso che gli 
endoteli esprimono questa molecola, ma a bassi livelli. Anche se i risultati non sono 
statisticamente significativi le ADMEC hanno un incremento di 1,5 nei dei livelli di 
mRNA rispetto alle DEC (figura 16B). 
È stata inoltre valutata l’espressione genica del TLR2 su RNA estratto da DEC e 












Figura 15. Analisi citofluorimetrica del recettore TLR4 sulla superficie cellulare delle EC. Le 
293T rappresentano il controllo negativo , le THP-1 il controllo positivo. 




4.4 STUDIO DELL’ATTIVAZIONE DELLA CASCATA DI 
TRASDUZIONE DEL SEGNALE NELLE CELLULE 
ENDOTELIALI GENERATA DAL COMPLESSO LPS-TLR4  
Dal momento che le DEC sembrano essere poco attivate dalla stimolazione data da 
LPS, e che il recettore TLR4 è anch’esso poco espresso, siamo andati a studiare in 
tutte e due le popolazioni cellulari alcuni trasduttori coinvolti nella cascata del segnale 
attivata da LPS-TLR4.  
Inizialmente tramite esperimenti di qPCR abbiamo valutato l’espressione genica dei 
due principali attivatori (MyD88 e TRIF) delle due vie implicate nella trasduzione del 
segnale indotta dall’LPS. Come dimostrano i dati presentati in figura 17, anche in 
questo caso le DEC esprimono livelli significativamente più bassi (p<0.05) di mRNA  













Sono quindi stati effettuati esperimenti per valutare l’attivazione di proteine adattatrici 
e dei fattori trascrizionali coinvolti nella cascata di trasduzione. Nello specifico sono 
state studiate: pERK, NF-kB p65, IkBa e IRF3 mediante Western blot. Le cellule sono 
state fatte crescere fino a raggiungere la confluenza, stimolate con LPS (500ng/ml) 
per 0, 5, 15, 30, 45, e 60 minuti, e lisate. I lisati cellulari sono stati quindi caricati in un 
gel di acrilamide, trasferiti su una membrana di nitrocellulosa e attraverso l’utilizzo di 
anticorpi specifici è stata valutata l’attivazione delle proteine pERK, NF-kB p65, IkBa 
e IRF3. I risultati ottenuti sono rappresentati in figura 18 e come si può vedere le 
ADMEC rispondono all’LPS in termini di attivazione di NF-kB (degradazione di IkBa e 
fosforilazione di p65) ed ERK, mentre le DEC attivano solo debolmente NF-kB. Per 
Figura 17. Analisi dell’espressione genica dei trasduttori MyD88 e TRIF della cascata del 




quanto riguarda IRF3 non si osserva alcuno spostamento della banda, indicazione 















L’attivazione del fattore NF-kB è stata anche valutata attraverso test TransAm (l’NF-
kB Family kit (Active Motif) TransAm, Roches, Milano Italia). In questo caso sono stati 
preparati degli estratti nucleari da DEC e ADMEC non stimolate o trattate con LPS 
(500ng/ml per 30 minuti) e sono stati analizzati 10µg di estratto nucleare per pozzetto 
per verificare l’attività di p65 e p50. La figura 19 mostra chiaramente che il 
trattamento con LPS induce un’attivazione del fattore NF-kB nelle ADMEC ma non 










Figura 18. Saggio di Western blot per verificare l’attivazione del fattore 
NF-kB, ERK e IRF3 in ADMEC e DEC. 
Figura 19. Test TransAm per valutare l’attivazione del fattore NF-kB in DEC e ADMEC. 
Risultati 
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4.5 ESPRESSIONE DI CITOCHINE PRO-INFIAMMATORIE PER 
L’ANALISI DELL’ATTIVAZIONE DELLA VIA MYD88-
INDIPENDENTE  
Abbiamo dimostrato con i risultati descritti in precedenza, che le DEC producono 
basse concentrazioni di IL-6, IL-8, e MCP-1. Tuttavia queste sono citochine pro-
infiammatorie espresse in seguito ad attivazione del fattore NF-kB. Abbiamo anche 
visto con i dati di Western blot e test TransAm, che questo fattore trascrizionale è 
poco attivato nelle DEC. Per quanto riguarda l’attivazione della via MyD88-
indipendente, non è stato possibile dimostrare l’attivazione di IRF3 perché non è stato 
osservato alcuno spostamento della banda, indicazione della fosforilazione della 
proteina, né in DEC né in ADMEC. Pertanto siamo andati a dosare alcune citochine 
pro-infiammatorie trascritte da IRF3: IFNα, CCL5 e CXCL10. Per questi dosaggi ci 
siamo avvalsi della tecnologia Luminex® in collaborazione con la prof. Piccinni 
dell’Università di Firenze.  
Per quanto riguarda la produzione di IFNα, i valori basali di questa proteina sono 
simili sia nelle DEC che nelle ADMEC. Quello che si nota è un leggero incremento di 
circa 20pg/ml nelle DEC se trattate con LPS per 48 ore, rispetto al valore basale. 
Nonostante ciò, i valori di IFNα rimangono comunque minori se paragonati a quelli 
delle ADMEC dopo lo stesso tempo di stimolazione. L’altra citochina presa in esame 
è stata CCL5, questa viene prodotta solo dalle ADMEC in seguito a stimolazione con 
LPS, i valori massimi che vengono raggiunti dopo 48 ore di stimolazione sono di circa 
300pg/ml. Le DEC non producono questa proteina né in condizioni basali né sotto 
stimolazione. Infine siamo andati a valutare la concentrazione di IP10. I livelli basali di 
questa proteina sono molto bassi e si aggirano intorno ai 3-5pg/ml rispettivamente per 
le DEC e ADMEC. Se le cellule vengono stimolate per 48 ore si nota un leggero 
incremento che raggiunge i 5pg/ml nelle DEC. I valori nelle ADMEC rimangono 




Figura 20. Valutazione mediante tecnologia Luminex® delle citochine prodotte dalle EC in seguito ad 
attivazione della via MyD88-indipendente. 
Risultati 
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4.6 ANALISI DELL’ESPRESSIONE DI IL-10 IN DEC E ADMEC 
È noto che IL-10 è una citochina multifunzionale in cui i maggiori effetti sono quelli di 
limitare la risposta infiammatoria e prevenire i danni tissutali. Questo viene ottenuto 
grazie alla down-regolazione delle più importanti citochine e chemochine pro-
infiammatorie 50. Inoltre è noto che la gravidanza è un fenomeno Th2–dipendente 34, 
quindi nel microambiente deciduale c’è una prevalenza di citochine come IL-4 ed IL-
10. Perciò abbiamo pensato che le DEC hanno questo comportamento ipo-
responsivo nei confronti dell’LPS perché producono IL-10. Pertanto siamo andati a 
dosare mediante tecnologia Luminex® la citochina IL-10 nel sovranatante delle DEC 
e delle ADMEC in condizioni basali e in seguito a stimolazione con LPS. Quello che si 
può notare è che le sia le DEC che le ADMEC producono basalmente circa 8pg/ml di 
IL-10 e tale concentrazione rimane costante nel tempo. Dopo trattamento con LPS 






















Figura 21. Dosaggio mediante tecnologia Luminex® di IL-10 nel 
sovranatante di coltura di EC. 
Risultati 
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4.7 LEGAME DEL C1q ALL’ENDOTELIO 
Avendo dimostrato in precedenza che le DEC sono le uniche EC a produrre ed 
esporre sulla loro membrana il componente complementare C1q in condizioni 
fisiologiche ci siamo chiesti se la presenza di C1q poteva essere responsabile della 
riduzione di risposta di queste EC all’LPS. Per verificare la nostra ipotesi abbiamo 
valutato la loro risposta all’LPS delle ADMEC dopo incubazione con C1q. 
Per verificare l’interazione tra C1q ed endotelio è stato necessario prima di tutto 
verificare che la proteina fosse in grado di legarsi alla superficie delle cellule 
endoteliali in modo da stabilirne i tempi di incubazione migliori. Secondo dati ottenuti 
in precedenza nel nostro laboratorio la concentrazione di C1q ottimale utilizzata per 
trattare le cellule è 50µg/ml. Mediante tecnica ELISA e stato allestito un saggio in 
“time-course” nel quale le EC sono state incubate con il C1q per tempi diversi da 0 a 
2 ore. I risultati ottenuti, espressi come valore di densità ottica a 405nm, sono 
presentati in figura 22 e come si può osservare dal grafico le cellule sono in grado di 
legare il C1q già dopo pochi minuti di incubazione per poi continuare ad aumentare 
gradualmente e in maniera regolare fino alle 2 ore, dimostrando così che il C1q si 
lega l’endotelio. Quindi per gli esperimenti successivi il C1q è stato utilizzato alla 
















Figura 22. Legame del C1q all'endotelio analizzata attraverso ELISA su cellule. 
Risultati 
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4.8 ANALISI CITOFLUORIMETRICA DEI RECETTORI gC1qR E 
cC1qR 
Il C1q può interagire con le EC principalmente mediante due recettori uno che lega la 
parte collagenica, cC1qR, e uno quella globulare, gC1qR.  
Nel nostro caso per confermare il fatto che il C1q si lega all’endotelio abbiamo voluto 
assicurarci della presenza dei suoi recettori su DEC e ADMEC usando anticorpi 
contro la parte globulare e collagenica. Per valutare l’espressione dei recettori per il 
C1q presenti sulle EC è stata effettuata un’analisi citofluorimetria. Dalla figura 23 si 
evince come il recettore gC1qR è espresso sulla superficie delle ADMEC, ma non il 
cC1qR. Per quanto riguarda la presenza dei recettori sulle DEC, è stato 
recentemente pubblicato dal nostro laboratorio  un lavoro in cui viene dimostrato che 



















Figura 23. Analisi citofluorimetrica dei i recettori gC1qR e cC1qR su ADMEC e DEC. 
Risultati 
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4.9 EFFETTI DEL C1q SULLE CELLULE ENDOTELIALI NELLA 
REGOLAZIONE DELL’ESPRESSIONE DI IL-8 PRODOTTA IN 
SEGUITO A TRATTAMENTO CON LPS 
Come dimostrato dagli esperimenti precedenti le DEC sono ipo-responsive in seguito 
a stimolazione con LPS; crediamo che questo particolare fenotipo sia dato dalla 
capacità delle DEC di esprimere e sintetizzare sulla superficie cellulare il C1q 9. 
Pertanto abbiamo voluto trattare le ADMEC con 50µg/ml di C1q per due ore a 37°C in 
modo che si legasse alla membrana cellulare, dopodiché le cellule sono state 
stimolate con 100ng/ml di LPS per 4 ore. Poi sono stati allestiti esperimenti di qPCR 
per valutare i livelli di mRNA per IL-8, e si è visto che questa citochina subisce un 
significativo decremento (p<0.001) di 1,5 volte rispetto alla stimolazione condotta solo 
con LPS. La down-regolazione di IL-8 è stata confermata anche dal punto di vista 
proteico attraverso saggio immunoenzimatico con ELISA (p<0,001). In figura 24 sono 
stati riassunti questi dati e si può vedere come la stimolazione con LPS fa produrre 
alle ADMEC molta IL-8, mentre il trattamento con C1q prima e con LPS poi riduce la 
secrezione da parte di queste cellule. L’inibizione nella produzione di IL-8 non è totale 
ma comunque significativa (p<0,001). Quindi si può concludere che il trattamento con 
















 Figura 24. Down regolazione della citochina pro-infiammatoria IL8 in 
ADMEC con pretrattamento con C1q. 
Risultati 
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4.10 RIDUZIONE DELL’ESPRESSIONE DEL RECETTORE TLR4 IN 
SEGUITO A STIMOLAZIONE CON C1q 
Abbiamo appena dimostrato che la produzione della citochina IL-8 viene parzialmente 
inibita se trattiamo le ADMEC con C1q. Questo effetto inibitorio si riscontra anche a 
livello del recettore per l’LPS. Quando le ADMEC vengono trattate con C1q il TLR4 
viene espresso meno. Attraverso esperimenti di qPCR, è stato possibile dimostrare 
che le ADMEC in seguito a trattamento con C1q (50µg/ml) e la successiva 
stimolazione con LPS (100ng/ml), si ottiene una riduzione significativa (p<0,05) del 
livello di mRNA per il TLR4, ma anche trattando le ADMEC solo con C1q otteniamo 
una riduzione dell’mRNA del TLR4 (p<0,05) (figura 25). Inoltre è stato possibile 
osservare questa riduzione anche a livello proteico. E’ stata quindi effettuata un 
analisi citofluorimetrica che dimostra chiaramente che il recettore TLR4 è down-
regolato. I risultati più rappresentativi sono illustrati in figura 26 e nel grafico in figura 
27 sono riassunti i dati relati a 4 esperimenti che confermano la riduzione del TLR4. 

















































Figura 25. Analisi dell'espressione genica del recettoreTLR4 i seguito a 
trattamento con C1q. Le differenze sono state considerate significative 



































Figura 26. Analisi citofluorimetrica della riduzione del TLR4 
dopo pretrattamento con C1q. 
Figura 27. Riassunto delle differenze di espressione del TLR4 dopo 



























L’endotelio è un vero e proprio organo dinamico ed eterogeneo, con funzioni 
sintetiche, secretorie ed immunologiche. Le EC, pur essendo simili per funzione e 
morfologia, sono cellule estremamente plastiche ed eterogenee e tale eterogeneità si 
esplica in particolar modo tra gli endoteli dei diversi organi. Le EC del microcircolo 
deciduale si trovano in un distretto molto particolare dal punto di vista immunologico 
ed infiammatorio. Abbiamo voluto pertanto indagare l’attivazione cellulare delle DEC, 
in risposta ad uno dei principali stimoli pro-infiammatori: l’LPS. 
Il legame dell’LPS alla superficie endoteliale porta all’attivazione delle EC con la 
conseguente produzione da parte dell’endotelio di citochine pro-infiammatorie, 
molecole di adesione e in alcuni casi apoptosi 23. In un primo momento siamo andati 
a valutare le differenze di stimolazione date dall’LPS ultrapuro e l’LPS commerciale, 
in quanto la preparazione commerciale contiene contaminanti di origine batterica, 
che sono ligandi per il TLR2 51. Dai dati ottenuti possiamo dire che non ci sono 
differenze di stimolazione con LPS ultrapuro e LPS commerciale (dati non mostrati). 
Inoltre abbiamo anche valutato l’espressione di TLR2 nelle popolazioni di endotelio 
oggetto di questo studio e a differenza di Krikun 6 il quale afferma che il TLR2 è 
espresso dall’endotelio deciduale, i nostri dati non concordano con quelli da lui 
presentati: DEC e ADMEC non esprimono il TLR2 (dati non mostrati). Ad ogni modo 
per gli esperimenti successivi abbiamo utilizzato l’LPS ultrapuro in modo da essere 
sicuri di agire solo sul TLR4. Inizialmente le EC sono state stimolate con LPS 
ultrapuro in presenza di percentuali crescenti di FCS, per individuare la percentuale 
minima necessaria ad attivare le cellule, dato che le EC se coltivate in assenza di 
siero sono poco attivate dall’LPS 25 poichè dal siero reclutano l’LBP e il CD14 
solubile (ricordiamo che le EC sono prive del CD14 di membrana). In questo caso 
l’attivazione cellulare in DEC e ADMEC è stata analizzata in termini di espressione di 
molecole di adesione, dal momento che un endotelio se sottoposto ad adeguati 
stimoli pro-infiammatori esprime sulla superficie queste molecole 20. I nostri dati 
hanno dimostrato chiaramente che le EC deciduali in seguito a stimolazione con 
LPS, in presenza di diverse percentuali di FCS, non aumentano affatto l’espressione 
di VCAM e ICAM1. Invece le ADMEC dopo la stimolazione si attivano e l’aumento 
della produzione di molecole di adesione è direttamente proporzionale alla 
concentrazione di siero utilizzata. Per gli esperimenti successivi abbiamo comunque 
scelto di stimolare le cellule in presenza del 5% di FCS. 
Discussione 
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Per valutare la risposta delle EC all’LPS, oltre alle molecole di adesione, sono state 
dosate le principali citochine pro-infiammatorie IL-6, IL-8, e MCP-1 20. Quindi sono 
stati allestiti saggi di dose e risposta, per trovare la concentrazione di LPS sufficiente 
ad attivare le EC; e cinetica, per capire quale era il tempo necessario affinché le 
cellule producano queste citochine pro-infiammatorie. Quello cha abbiamo notato è 
che le EC rispondono all’LPS in termini di produzione di IL-8, IL-6 e MCP-1 10 ma le 
DEC in misura notevolmente minore rispetto alle ADMEC. Abbiamo dimostrato che 
per le DEC sono sufficienti 100ng/ml di LPS per attivarle, a concentrazioni maggiori 
non aumentano la produzione di citochine pro-infiammatorie. Inoltre, 4 ore di 
stimolazione sono già sufficienti per osservare una risposta, il picco massimo si 
ottiene a 12 ore. Quindi sebbene il primo trimestre di gravidanza sia caratterizzato da 
una forte presenza citochine pro-infiammatorie come IL-8, IL-6 e MCP-1 33, le cellule 
endoteliali non sembrano contribuire alla produzione di queste citochine a livello 
deciduale.  
Alla luce di questi dati abbiamo ipotizzato che questa minor risposta delle DEC 
all’LPS fosse data da una ridotta espressione del recettore TLR4 sulla loro superficie 
cellulare. È noto da tempo che il TLR4 è espresso sulla membrana cellulare di molte 
cellule come neutrofili, macrofagi, cellule dendritiche, cellule epiteliali e anche 
EC25,26. I risultati ottenuti nel nostro laboratorio mediante analisi di PCR quantitativa e 
citofluorimetria concordano con quanto presente in letteratura dimostrando che le EC 
utilizzate per questo studio esprimono sulla superficie cellulare il TLR4. Per quanto 
riguarda l’espressione del TLR4 in decidua si conosce molto poco, però nel lavoro 
proposto da Krikun 6 è stato dimostrato, mediante PCR, che il tessuto deciduale 
esprime gli mRNA per tutti e 10 i TLR, inoltre mediante immunoistochimica essi 
hanno dimostrato la presenza del TLR4 a livello deciduale. Noi invece abbiamo 
dimostrato che le DEC mostrano livelli di TLR4 significativamente più bassi rispetto 
alle ADMEC, sia a livello genico sia a livello proteico. 
Il TLR4 per attivarsi ha bisogno di altre due importanti proteine, il CD14 e l’MD2 23. 
Benché sia largamente accettato che le EC non esprimono il CD14 sulla loro 
membrana alcuni autori hanno dimostrato la sintesi del CD14 da parte delle HUVEC 
che poi lo esprimono sulla loro superficie cellulare. Comunque è universalmente 
riconosciuto che l’attivazione delle EC in seguito alla stimolazione con l’LPS avviene 
grazie al legame del CD14 presente nel siero 27. Infatti i risultati da noi ottenuti 
confermano i dati presenti in letteratura infatti le cellule endoteliali da noi esaminate 
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non esprimono questa proteina. Per MD2 invece, a differenza di quanto affermano 
Henneke e Golenbock 25 cioè che non è ancora stata dimostrata la presenza di MD2 
sulla superficie di EC primarie, noi possiamo dire che almeno a livello genico le 
ADMEC e le DEC la esprimono.  
Dal momento che la risposta delle DEC all’LPS, in termini di espressione di molecole 
di adesione e produzione di citochine è ridotta, come è ridotta anche l’espressione 
del recettore TLR4 e della proteina MD2 sulla superficie di queste cellule, abbiamo 
voluto studiare la cascata di trasduzione del segnale per capire se questa riduzione 
aveva qualche effetto sui principali fattori di trascrizione indotti da LPS/TLR4. 
Pertanto inizialmente attraverso PCR quantitativa siamo andati a valutare 
l’espressione genica dei due principali trasduttori: MyD88 e TRIF. Come ci si poteva 
aspettare le DEC esprimono in modo significativo livelli minori per queste due 
proteine. Poi, siamo andati a valutare l’attivazione di alcune proteine coinvolte nella 
trasduzione del segnale: pERK, NF-kB p65, IkBa e IRF3. Quello che è emerso da 
questi studi è che le ADMEC rispondono all’LPS in termini di attivazione di NF-kB 
(degradazione di IkBa e fosforilazione di p65) ed ERK, mentre le DEC attivano solo 
debolmente NF-kB. Per quanto riguarda IRF3 non è stato possibile osservare alcuno 
spostamento della banda, indicazione della fosforilazione della proteina, né in 
ADMEC né in DEC. Non siamo riusciti a dimostrare un’attivazione del fattore IRF3, 
perché probabilmente i tempi di stimolazione sono stati troppo brevi (60 minuti) per 
poter attivare IRF3. Ricordiamo che la via di TRIF genera una risposta tardiva 
rispetto alla via di MyD88 che si attiva velocemente 24. Visto che non è stato possibile 
osservare l’attivazione di IRF3, abbiamo voluto verificare se nel sovranatante di 
coltura delle EC erano presenti alcune citochine prodotte in seguito all’attivazione di 
questo fattore trascrizionale: IFNα, CCL5 e CXCL10 24. Quello che ne è emerso è 
che anche in questo caso le DEC stimolate con LPS producono meno IFNα se 
paragonate con i valori ottenuti per le ADMEC; si può rilevare una piccola produzione 
di CXCL10 da parte delle DEC; invece CCL5 non viene assolutamente prodotta dalle 
DEC né in condizioni basali, né sotto stimolazione. Si può notare invece un’alta 
produzione di CCL5 in ADMEC stimolate con LPS. Questi dati non concordano con il 
lavoro presentato da Harari e collaboratori dove secondo loro le EC non attivano la 
via di TRIF in quanto non esprimono l’adattatore TRAM 52. 
Successivamente è stato ipotizzato che l’ipo-responsività delle DEC era causata 
dalla loro produzione di IL-10. Questa è una citochina multifunzionale in cui i 
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maggiori effetti sono quelli di limitare la risposta infiammatoria e prevenire i danni 
tissutali 50. Inoltre è noto che la gravidanza è un fenomeno Th2–dipendente 34, quindi 
nel microambiente deciduale c’è una prevalenza di citochine quali IL-4 ed IL-10. 
Perciò è stata dosata la citochina IL-10 nel sovranatante di coltura delle DEC e 
ADMEC. Quello che abbiamo ottenuto è che le DEC producono poca IL-10 e non 
modulano l’espressione, a differenza delle ADMEC che ne aumentano la produzione 
dopo stimolazione. Quindi questa non risposta delle DEC all’LPS non è da imputare 
alla loro produzione di IL-10. Probabilmente IL-10 viene prodotta da altri tipi cellulari 
presenti in questo distretto. 
Alla fine ci siamo domandati se la causa di questo fenotipo così particolare era data 
dalla capacità delle DEC di esprimere e sintetizzare sulla superficie cellulare il C1q 9, 
visto che ci sono alcuni lavori in letteratura che dimostrano che c’è interazione tra il 
complemento e i TLR. Zhang et al. afferma infatti che il complemento è in grado di 
regolare la trasduzione del segnale dei TLR 1. Quindi abbiamo trattato le ADMEC con 
il C1q per valutare se questo componente era in grado di modulare la risposta delle 
ADMEC all’LPS. Inizialmente ci siamo assicurati che il C1q si legasse all’endotelio, 
ed effettivamente questa molecola si lega alle EC in maniera dose e tempo 
dipendente. Poi abbiamo confermato che l’endotelio del microcircolo cutaneo 
possiede i recettori per il C1q, e nello specifico esprime il gC1qR ma non il cC1qR, 
mentre per le DEC è già stato dimostrato che possiedono sia il gC1qR che il cC1qR9. 
Abbiamo quindi valutato la risposta delle ADMEC all’LPS in termini di produzione di 
IL-8 in cellule precedentemente trattate con il fattore complementare. I nostri risultati 
chiaramente dimostrano che la produzione di questa citochina è ridotta in seguito a 
questo trattamento. Anche Yamada et al. ha visto che dando il C1q alle cellule 
dendritiche murine si sopprime la produzione di IL-12p40, perché nel loro modello 
C1q è in grado di modulare la via MyD88-dipendente riducendo la fosforilazione delle 
MAP chinasi provocando così una ridotta attività di NF-kB 30. Per quanto riguarda gli 
effetti del C1q sulla trasduzione del segnale in DEC e ADMEC sono in corso 
esperimenti di Western blot per valutare se c’è una minor attivazione di NF-kB. 
Inoltre Yamada et al sostiene che il C1q non riduce l’espressione dell’mRNA per il 
TLR4, MD2 e per il MyD88, noi invece, se pretrattiamo le ADMEC con C1q e poi le 
stimoliamo con LPS notiamo una riduzione nell’espressione genica di TLR4 in modo 
significativo; anche MD2 e MyD88 vengono ridotti a livello genico (dati non mostrati). 
C’è un altro gruppo che ha studiato l’interazione C1q e LPS 31. Questo studio ha 
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dimostrato che il C1q da solo non promuove l’espressione di citochine pro-
infiammatorie, ciò concorda con i nostri dati poiché noi non vediamo un aumento 
nell’espressione di IL-8. Se però si stimolano i monociti con LPS e C1q vengono 
secreti livelli più bassi di citochine pro-infiammatorie e contemporaneamente 
aumenta la produzione di IL-10 a seguito dell’attivazione dei fattori CREB e NF-kB 
p50p50. Noi non siamo riusciti a dimostrare che stimolando le ADMEC con C1q si 
induce un aumento di IL-10 (dati non mostrati), ma vediamo solo la riduzione delle 
citochine pro-infiammatorie. Noi abbiamo dimostrato che somministrando il C1q alle 
ADMEC c’è una riduzione del recettore TLR4 sulla superficie cellulare a livello 
proteico. Anche Wang et al ha osservato una riduzione del TLR4, trattando però le 
THP-1 con MBL 32. Questo gruppo ha dimostrato che l’MBL lega direttamente il TLR4 
in modo dose e tempo dipendente. In più l’interazione tra MBL e il TLR4 presente 
sulla superficie cellulare delle THP-1 riduce il binding dell’LPS e quindi l’attivazione 
del fattore trascrizionale NF-kB, suggerendo così l’ipotesi che MBL e TLR4 possono 
stabilire un maggior sistema di difesa. Pertanto le cellule possono down-regolare la 
risposta all’LPS inducendo così processo noto come “tolleranza all’LPS” 53.  
Questi risultati ci fanno capire che, mentre le EC del microcircolo cutaneo si trovano 
in un distretto che costituisce la prima barriera nei confronti dell’ambiente esterno e 
devono pertanto essere in grado di rispondere velocemente ed efficacemente agli 
stimoli infiammatori, le cellule endoteliali del microcircolo deciduale si trovano in un 
distretto molto particolare dal punto di vista immunologico in quanto devono 
contemporaneamente garantire la tolleranza agli allo antigeni paterni e l’eliminazione 
degli agenti patogeni. Inoltre è ben noto che la somministrazione di LPS in modelli 
animali causa perdita fetale inducendo un aumento delle citochine di tipo Th1 (TNF-α 
e IFNγ) 54,55 e numerosi sono gli studi clinici che dimostrano una forte associazione 
tra le infezioni batteriche e virali intrauterine e le patologie della gravidanza come la 
pre-eclamsia, IUGR e aborto spontaneo 2. Possiamo pertanto concludere che non ci 
sorprende che le DEC abbiano messo in atto meccanismi che permettono la 
“tolleranza all’LPS” in quanto la “non risposta” delle DEC a questo potente stimolo 
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ABSTRACT 
Endothelial cells (ECs) form a continuous barrier between blood and tissues and gate the 
traffic of molecules and cells across the vessel wall playing an active role in hemostasis, 
inflammation and immunity. Decidual endothelial cells (DECs) are located in a very special 
district from the immunological and inflammatory point of view since decidua has 
immunoregulatory and pro-angiogenic functions. The aim of this study was to compare the 
phenotype of microvascular ECs isolated from decidua with microvascular ECs isolated from 
other vascular districts. In particular we analyzed the differences in molecules involved in 
angiogenesis and leukocyte recruitment between DECs and endothelial cells from human skin 
(ADMECs) which are normally involved in inflammatory response by microarray analysis.  
Our results showed that DECs are able to produce high amount of the growth factors HGF, 
VEGF-A and IGFBP3, important for the control of angiogenesis and express the adhesion 
molecules ICAM2 and ICAM3 in basal condition, important molecules for the control of 
leukocyte recruitment and function. The phenotype of this cells strongly differs from that of 
other endothelial cells such as ADMECs which have to be quickly able to response to 
infections and other pro-inflammatory stimuli. These data suggest that endothelial cells may 
play an active in the control of local immune response at foeto-maternal interface. 
  
Endothelial cells (ECs) form a continuous barrier between blood and tissues and gate the 
traffic of molecules and cells across the vessel wall playing an active role in hemostasis, 
inflammation and immunity [1]. They play an important role in inflammation by actively 
participating in its initiation and continuation being both a target for and a source of 
cytokines, chemokines and growth factors [1]. ECs, although similar in function and 
morphology, represent an heterogeneous population of cells in terms of secretion of 
inflammatory mediators, modulation of adhesion molecules, leakiness and pro-coagulant 
activity [2].  
Placenta is a newly formed organ made with the contribution of fetal trophoblasts and 
maternal decidua and characterized by intense vascular remodeling and angiogenesis. During 
early pregnancy, foeto-maternal interaction creates a state of mild systemic inflammation, as 
revealed by the presence of an activated vascular endothelium, leukocytosis, increased 
functions of cells of innate immunity such as monocytes, as well as increased plasmatic levels 
of inflammatory cytokines and chemokines such as IL-18, IL-12, TNF and IL-8 [3]. 
Maternal spiral arteries undergoes to physiological transformation in the early phase of human 
pregnancy characterized by gradual loss of the normal muscoloelastic structure of the vessel 
wall and replacement by amorphous fibrinoid material in which trophoblast cells are 
embedded. Some invading trophoblasts (endovascular trophoblasts), penetrate the spiral 
arteries and migrate upward against blood flow forming intravascular islands and mosaic 
vessels as a result of partial replacement of the endothelium [4, 5]. Furthermore several cells 
involved in the immune responses are diffusely distributed inside the decidua. Among these, 
mainly uNK cells but also macrophages, dendritic cells, and T cells contribute to control the 
immune response at foeto-placental interface [6]. Therefore decidual endothelial cells (DECs) 
are located in a very special district from the immunological and inflammatory point of view. 
They elicit a key regulator function in the traffic of leukocytes across the vessel wall which 
need to be tightly regulated in order to guarantee the pregnancy outcome; DECs have also to 
  
control endovascular invasion of trophoblast cells and are also important for the control of 
angiogenesis at foeto-maternal interface since decidualization is accompanied by extensive 
angiogenesis, an essential step in the maturation of new blood vessels in mammalian 
pregnancy. Data collected in our laboratory indicated that DECs represent a peculiar 
phenotype of ECs. Infact, unlike endothelial cells from blood vessels of normal skin, kidney 
glomeruli and brain, DECs acquired the ability to synthesize C1q during pregnancy and this 
ability is not shared by endothelial cells obtained from endometrium and from other sources. 
DECs express surface-bound C1q that acts as a molecular bridge between endovascular 
trophoblast and decidual endothelium in the process of endovascular invasion [7]. 
The aim of this study was to compare the phenotype of microvascular ECs isolated from 
decidua with microvascular ECs isolated from other vascular districts. In particular we 
analyzed the differences in molecules involved in angiogenesis and leukocyte recruitment 
between DECs and endothelial cells from human skin (ADMECs) which are normally 
involved in inflammatory response.  
  
MATERIAL AND METHODS 
Tissues samples 
Decidual biopsy specimens of first trimester were obtained from women undergoing 
voluntary termination of pregnancy at 8-12 weeks’ gestation. Endometrial tissue specimens 
were obtained from fertile women undergoing hysterectomy for leiomyomatosis in the mid 
proliferative and mid secretory phase defined according to Noyes criteria [8]. Skin samples 
were obtained from patients undergoing reductive plastic surgery. The study was approved by 
the institutional review board of The Maternal-Children’s Hospital (IRCCS “Burlo Garofolo”, 
Trieste, Italy) and informed consent was obtained from all patients providing the tissue 
specimens. 
 
Cell isolation and culture  
Decidual endothelial cells (DECs) were isolated, characterized and cultured as previously 
described by Bulla et al. 2008. 
Uterine microvascular endothelial cells (UtMECs) were purified from endometrial tissue 
samples by a similar procedure for DECs isolation. Briefly, the tissue was finely minced, 
digested first with 0.25% trypsin (Sigma-Aldrich, Milan, Italy) and 50µg/ml DNase I (Roche, 
Milano, Italy) overnight at 4°C, and then with collagenase type 1 (3mg/ml) (Worthington 
Biochemical Corporation, DBA, Milan, Italy) for 30 minutes at 37°C. After the filtration 
through a 100μm pore nylon filter (BD Falcon, Milan, Italy) the cells were positively selected 
with Dynabeads M-450 (Dynal, Invitrogen, Milano, Italy) coated with Ulex europaeus 1 lectin 
(Sigma-Aldrich). The cells were seeded in 12,5 cm
2
 flask precoated with 2µg/cm
2
 fibronectin 
(Roche) and maintained in endothelial serum free basal medium (GIBCO, Invitrogen, Milan, 
Italy) supplemented with 20ng/ml bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), 10ng/ml EGF 
(Epidermal Growth Factor) (GIBCO, Invitrogen), 10% human serum and 10% FCS (GIBCO, 
Invitrogen) 
  
Human dermal microvascular endothelial cells (ADMECs) were isolated as previously 
described by Kraling et al [9] and seeded on 12,5 cm
2
 flask precoated with 2µg/cm
2
 
fibronectin (Roche) in Medium 199 supplemented with 10% New Born Calf Serum (NBCS) 
(GIBCO, Invitrogen), 10% human serum, cAMP (3'-5'-cyclic adenosine monophosphate) 
25g/ml (Sigma-Aldrich), hydrocortisone 1g/ml, heparin 50g/ml (Sigma-Aldrich) and EGF 
10ng/ml (GIBCO, Invitrogen). ADMECs were further purified from a subconfluent mixed 
cell population with the magnetic beads Dynabeads CD31 (Dynal, Invitrogen). 
HUVECs were isolated by collagenase treatment and cultured in medium 199 supplemented 
with 20% newborn calf serum (GIBCO, Invitrogen), 50 μg/mL endothelial growth 
supplement, 50 μg/mL heparin, 100 U/mL penicillin, and 100 μg/mL streptomycin (Sigma-
Aldrich) as previously published [10].  
 
Immunofluorescence. ECs were plated at 37°C on 8-chamber culture slides (BD Falcon) 
coated with 2µg/cm
2 
fibronectin (Roche).When the cells grew to confluence, they were fixed 
and permeabilized with FIX and PERM cell permeabilization kit (Società Italiana Chimici, 
Rome, Italy). Then the cells were incubated with primary mAb (clone 9) mouse anti-human 
vimentin (Sigma-Aldrich), (cloneF8/86) mouse anti-human vWF (Dako, Milan, Italy), or 
mouse anti-human Ve-Cadherin (kindley provided by Dejana) (5µg/ml) for 1h at room 
temperature followed by FITC conjugated goat anti-mouse IgG for 1h at room temperature. 
Images were acquired with Leica DM 2000.  
 
Microarray 
For the ECs expression study, total RNAs were purified with euroGOLDtrifast (Euroclone, 
Milan, Italy) reagents and amplified by using a linear amplification method. Gene expression 
profiling was performed by a dual-labelling strategy using Cy3-labeled RNA and Cy5-labeled 
RNA from ECs. Then RNA were hybridized to Whole Human Genome (4x44K) oligo 
  
microarray platform (Agilent Technologies, Santa Clara, CA); slides were analyzed by 
Agilent Microarray Scanner and scan data were extracted using the Agilent Feature Extraction 
Software (Agilent Technologies) as describe by Bo et al. [11]. Human common RNA 
reference (Strategene) was used in all experiments as the standard reference. Hierarchical 
clustering with weighted average linkage clustering was performed as described. Pre-
processing steps have involved quality check, exponential-normal convolution background 
subtraction and lowness normalization. After pre-processing, pre-filtering was applied aimed 
at eliminating all the genes whose interquartile range was below the 20th percentile of 
distribution (genes whose expression was overall not differentially modulated). After pre-
processing and pre-filtering steps, the final dataset was subjected to supervised analyses using 
a multi-SAM (“significance analysis of microarrays”) method [12-14] to analyze variations in 
expression in ECs from different tissues. Gene expression profiling results were visualized by 
hierarchical clustering applying Ward’s method with Euclidean distance [15]. At the end the 
tissue-specific gene list was selected using 100 iterations. 
 
RNA isolation, cDNA synthesis and Real-time quantitative polymerase-chain reaction 
(qPCR) 
Cells RNA were purified with euroGOLDtrifast (Euroclone, Milan, Italy) according to the 
supplier’s instructions. Total RNA was extracted and reverse transcripted as previously 
described [7]. Real-time quantitative PCR (RQ-PCR) was carried out on a Rotor-Gene 6000 
(Corbett, Explera, Ancona, Italy) using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Milan, Italy). 
Table I show the primer lists used for qPCR. The melting curve was recorded between 55°C 
and 99°C with a hold every 2 s. The relative amount of each gene product in each sample was 
determined determined the Comparative Quantification (CQ) method supplied as part of the 
Rotor Gene 1.7 software (Corbett Research) [16]. 
 
  
Collection of supernatants sample 
ECs were grown to confluence in 96 plate wells (BD Falcon) in medium serum free (100µl) 
and stimulated for 4h with IFN-γ (100U/ml) TNF-a (100ng/ml) and IL-1b (10U/ml) 
(Peprotech, Milan, Italy). The supernatants were collected and stored at –80°C and studied at 
protein level by ELISA method. The cells were then lysated for the quantification of total 
protein concentration by Bradford assay as previously reported [17]. 
 
Growth Factors Detection by ELISA 
The level of VEGF-A, HGF and IGFBP3 were measured by ELISA using a commercial kit 
(VEGF Human ELISA Kit, Invitrogen Milan Itlay for detection of VEGF-A; Boster 
Immunoleader Tema Ricerca, Bologna Italy, for detection of HGF; DRG Products Tema 
Ricerca, Bologna Italy for detection of IGFBP3;). 
 
FACS Analysis  
ECs were detached from culture flasks with 5 mM EDTA at 37 °C and a total number of 5 × 
10
5
 was incubated with the monoclonal primary antibodies PE-conjugated anti-human 
ICAM2 and ICAM3 (Biolegend, Campoverde Srl, Milan, Italy) for 1 h at 37 °C. The cells 
were fixed with 1% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) and analysed for fluorescence on a 




DECs express a different gene profile compared to ADMECs as revealed by microarray 
analysis. 
To generate cells for the analysis of their different phenotype we isolated primary human 
ADMECs from the dermis of freshly resected abdominoplasty and DECs from human first 
trimester decidua by enzymatic digestion and magnetic bead immunoselection. The resulting 
cells comprised 100% endothelial cells as assessed by immunostaining for the pan-endothelial 
markers VE-cadherin (CD144) and PECAM-1 (CD31) and the mesenchymal marker vimentin 
(Figure 1). 
We initially compared the gene expression profile of five different population of DECs with 
and three different population of ADMECs. We also expanded the analysis on five 
populations of UtMECs and five population of HUVECs performing an oligonucleotide 
microarray using total RNA isolated from these cells. The resulting data were analyzed using 
using a multi-SAM (“significance analysis of microarrays”) method [12-14] to identify genes 
which had significantly changed expression among the different populations used. The Venn 
diagram in Figure 2 shows a summary of our major findings based on the different gene 
expression in the microarray analysis. After comparison of the gene expression profiles of 
DECs versus ADMECs we identified 1909 transcripts that were differentially expressed in 
these ECs (t-test P-value < 0.01 and fold change ≥ 1) while only 193 genes were identified 
differentially expressed in DECs versus UtMECs, and 278 genes in DECs versus HUVECs. 
We therefore focalized our further study only on DECs and ADMECs since the cells seem to 
express the most different phenotype. Among the 1909 genes differently expressed in DECs 
versus ADMECs, 1654 transcripts were up-regulated and 255 transcripts were down-regulated 
in DEC population. The analysis of the genes differently expressed by the two populations of 
ECs revealed that they differ significantly in the expression of genes implicated in 
  
angiogenesis and leukocyte recruitment such as growth factors and adhesion molecules (Table 
II).  
 
DECs compared to ADMECs produce higher amount of several growth factors involved 
in the control of angiogenesis. 
The analysis of microarray evidenced an up-regulation in DECs compared to ADMECs of 
some growth factors. In particular we evidenced the 2,7 fold up-regulation of Vascular 
Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) a well known angiogenic factor; 2,1 fold up-
regulation of Hepatocyte Growth Factor (HGF) an angiogenic and proliferative factor 
involved in female and male gonadal function regulation; and notably an high up-regulation 
(11.6 fold) of Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 3 (IGFBP3) an antiproliferative, 
proapototic, antiangiogenic factor [18]. These data are resumed in Table II. The results 
obtained by microarray analysis were confirmed by qPCR (Table III). Also in this case the 
gene expression of the three growth factors resulted significantly different between the two 
population of ECs. We then verified if the mRNA gene expression should be confirmed also 
at protein level. We evaluated the production of VEGF-A, HGF and IGFBP3 in the 
supernatants of a confluent monolayer of ECs after only 4 hours of culture by ELISA. Our 
results (Figure 3) confirmed the gene expression data, demonstrating that both DECs and 
ADMECs secrete VEGF-A, HGF and IGFBP3 (Figure 3). In particular DECs produce about 5 
fold higher amount of VEGF-A and HGF. Concerning IGFBP3 both ECs produce high 






DECs compared to ADMECs show an higher expression of the adhesion molecules 
ICAM2 and ICAM3 in basal condition and are unable to up-regulate ICAM1. 
The data showed in Table II revealed also an higher expression of the adhesion molecules 
ICAM2 and ICAM3 in DECs. We validated the microarray data by qPCR (Table III) and the 
expression of the mRNA for the adhesion molecules resulted significantly increased. 
The different expression of adhesion molecules was confirmed by FACS analysis. As shown 
in Figure 4A both DECs and ADMECs express high levels of ICAM2 molecule although the 
presence of this molecule on the surface of DECs has a MFI of about 3785 compared to MFI 
of ADMECs that is 2714. DECs are the unique EC population that express ICAM3. 
Altogether these data strongly argue for a crucial role of these cells in lymphocyte recruitment 
at foeto-maternal interface.  
Having shown that DECs costitutively express the adhesion molecules ICAM2 an ICAM3 on 
the surface we asked the question whether these cells can modulate the expression of ICAM1 
which is an inducible molecule. We therefore stimulated adherent monolayer of DECs and 
ADMECs for 4 hours with the pro-inflammatory cytokines IFN-, TNF- and IL-1The data 
obtained are resumed in Figure 4B and clearly shown that ADMECs, as expected, increased 
the expression of ICAM1 with a substantial up-regulation after stimulation with TNF- 




We compared selected features of DECs and ADMECs which forms microvascular endothelia 
lying vessels in district with different function. ADMECs were isolated from human dermal 
microvasculature which is a vascular district normally involved in inflammation. DECs which 
are present in decidual microvasculature are postulated to orchestrate the inflammatory 
environment and regulate the immunological local reaction. An uncontrolled inflammatory 
condition would lead to abortion or pregnancy complication [19]. 
We initially performed a microarray analysis including several endothelial cells isolated from 
decidua, non pregnant uterus, human umbilical vein and skin. This analysis revealed that the 
major differences were between EC from decidua and skin indicating that placental and 
uterine cells had more similar gene profile. We therefore focalised our study in the analysis of 
the differences in terms of cytokines, adhesion molecules and others immunological factors. 
In this study we identified that DECs express several important regulators of angiogenesis 
such as VEGF-A, HGF and IGFBP3. 
The most up-regulated factor that we identified was IGFBP3 and the expression was 
confirmed at mRNA and protein level too. The primary function of IGFBP3 is to bind IGF-I 
and reduce its bioavailability; it has been hypothesized that this molecule might control the 
level of IGF-I during pregnancy in order to stimulate foetal growth [20]. IGFBP3 has been 
also demonstrated to have antiproliferative, proapoptotic, antiangiogenic, and antimetastatic 
activity in a variety of cancer cells [21]. Recently it has been shown that increase in IGFBP3 
level could lead to inhibition of tumor angiogenesis with an IGF-independent mechanism 
[22]. This data prompt us to hypothesise that similar function could be played by IGFBP3 also 
at foeto-maternal interface. 
Angiogenesis, the formation of new capillaries from existing blood vessels, besides being 
important for carcinogenesis is essential for the progression of pregnancy [23]. The best-
known regulator of angiogenesis is VEGF. VEGF-A interacts with the two receptors, 
  
VEGFR-1 (Fms-related tyrosine kinase 1, Flt-1) and VEGFR-2 (kinase insert domain 
receptor, KDR), to promote endothelial cell proliferation, cell migration, apoptosis and 
vascular permeability [23, 24]. VEGFs have been shown to be highly expressed in different 
tissues, including the placenta [25, 26]. VEGF mainly expressed by the cytotrophoblastic 
layer induces the primitive vasculogenesis for the development of placental villi [27]. VEGF 
expressed by trophoblast cells may also play a role in the process of spiral artery remodelling 
in normal pregnancy [28]. Furthermore other local sources of VEGF are decidual 
macrophages, and decidual glands [29], and EC isolated from superficial blood vessels of 
term placenta [30]. VEGF contributes to vascular remodeling in human arteries through a 
direct effect on human T cells that enhances their recruitment into the vessel [31]. It is 
interesting underlying that VEGF-A has been shown to alter the levels of transcripts involved 
in angiogenesis, including IGFBP3 in gene profile of human endometrial endothelial 
cells[32]. 
HGF is another growth factor, the production of which is higher in DECs than in ADMECs. It 
is an angiogenetic and proliferative factor, involved in female and male gonadal function 
regulation. 
It is produced in the placental villous core and acts in a paracrine manner on trophoblasts that 
express the HGF receptor Met. Because HGF stimulates the invasion of many epithelial cell 
types, villous core HGF could regulate placental trophoblast invasion [33]. HGF-activator 
(HGF-A) is a circulating serine protease known to be responsible for activation of HGF. 
Active HGF is thought to be an important regulator of trophoblast growth [34]. The levels of 
HGF were found to increase significantly as pregnancy progressed and then fall post partum 
[35]. The faulty signals emanating from the villus mesenchyme may contribute to the failure 
of CTB invasion that is associated with pre-eclampsia. Nasu K et al. have demonstrated that 
HGF treatment stimulates CTB invasion in vitro. Thereafter HGF play a key role in regulating 
the depth of CTB invasion in normal pregnancy and pre-eclampsia [36]. We demonstrated 
  
that DECs produce high level of HGF and this is in agreement with the observation of Choy 
et al. which has shown that the human first-trimester implantation-site decidua (decidua 
basalis) and nonimplantation site decidua (decidua parietalis), produce this growth factor [37]. 
In addition to growth factors we demonstrated that DECs express higher level of the adhesion 
molecules ICAM2 on their surface in basal condition compared to ADMECs. Futhermore 
they are the sole endothelial population that express ICAM3. ICAM-2 and ICAM-3 have been 
shown to be expressed also on endothelial cells from High Endothelial Venules (HEVs) [38] 
which interact with lymphocytes we therefore speculate that DECs can participate in the 
control of leukocyte trafficking and activation at decidual level. We then investigated the 
inducible ICAM-1. It has been published data demonstrating by immunohistochemistry that 
DECs, present in deciduas basalis, express ICAM-1 [39] but we fail to detect any modulation 
of this molecule after stimulation with pro-inflammatory cytokines on cultured cells unlike 
ADMECs and other ECs such as HUVEC and UtMECs. These molecules could play a pivotal 
role in the control of the recruitment of not only leucocytes in human decidua during the first 
trimester of pregnancy but also they can be involved in the invasion of maternal spiral arteries 
by trophoblast cells during the process of implantation [4].  
We can conclude that several evidences collected with the microarray analysis indicate that 
DECs seem to play an important role in the control of the local microenvironment in decidua 
during the first trimester of pregnancy. These cells are able to produce high amount of several 
growth factors important for the control of angiogenesis and express adhesion molecules in 
basal condition for the control of leukocyte recruitment. The phenotype of this cells strongly 
differs from that of other endothelial cells such as ADMECs which have to be quickly able to 
respond to infections and other pro-inflammatory stimuli. These data suggest that endothelial 




Figure 1. Characterization of primary DECs and ADMECs  
ECs were grown to confluence on eight-chamber culture slides, fixed and permeabilized, 
stained with monoclonal vimentin, vWF or VE-Cadherin. DAPI was used to stain cell nuclei. 
The images were acquired by microscope Leica DM 2000. Original magnification 60x. The 
cells are 100% positive for the expression of these pan-endothelial cell markers. 
 
Figure 2. Venn Diagram 
Venn diagram based on differential expression of genes between DEC vs ADMEC, HUVEC 
and UtMEC in the microarray analysis. Genes were considered changed if they were altered 
in two out of three microarray experiments. 
 
Figure 3. Growth factors production  
We evaluated the production of VEGF-A, HGF and IGFBP3 in the supernatants of a 
confluent monolayer of DECs and ADMECs after 4 hours of culture. The presence of growth 
factors in the cell culture supernatants was detected using commercial Kit ELISA. As 
represented in these plots both DEC and ADMEC secrete VEGF-A, HGF, IGFBP3, but DECs 
produce higher level of the growth factors compared to ADMECs. 
 
Figure 4A. Cytofluorimetric analysis of expression of ICAM2 and ICAM3 
Cytofluorimetric analysis for the expression of ICAM2 and ICAM3 in basal condition of 
freshly isolated DECs and ADMECs. The ECs were incubated with the monoclonal primary 
antibodies PE-conjugated anti-human ICAM2 and ICAM3. DECs and ADMECs both express 




Figure 4B. Expression of the adhesion molecule ICAM1 
DEC and ADMEC were grown to confluence in a 96 wells plate, stimulated for 4h with TNF-
α (100ng/ml) IFN-γ (100U/ml), and IL-1β (10U/ml) and then incubated with mAb 6.5B5 anti 
ICAM-1 (0.5µg/ml). The binding of the primary antibodies was detected with AP-conjugated 
goat IgG anti-mouse IgG (1/10000). ADMECs increased the expression of ICAM1 only after 
stimulation with TNF- while DECs are unable to increase the expression of ICAM1 in 
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HGF NM_004712 up 2,137 
VEGF-A NM_003376 up 2,660 
IGFBP3 NM_001013398 up 11,601 
ICAM2 NM_000873 up 5,742 
ICAM3 NM_002162 up 3,760 
 







Fold Increase up/down Accession Number p. value 
VEGFA 2 up NM_003376 0,02 
IGFBP3 5 up NM_001013398 0,001 
HGF 2 up NM_004712 0,01 
ICAM2 2 up NM_000873 0,04 
ICAM3 2 up NM_002162 0,02 
 
Table III. Validation of microarray data by qPCR. Real time qPCR analysis of 
differentially expressed genes in DECs and ADMECs. SYBRgreen PCR analysis using 
primers specific to each gene confirmed the increase in VEGF-A, IGFBP3, HGF, ICAM2 and 
ICAM3 mRNA levels in DEC samples. The results are presented as mean of three 
experiments performed in triplicate.  
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